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EEM: Error Estándar de la Media 
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GDP: Guanosín difosfato 
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GPIIb/IIIa: Glicoproteína IIb-IIIa 
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 GTP: Guanosín trifosfato 
IECA: Inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina 
MCP-1: Proteína quimiotáctica de monocitos 1. 
NO: Óxido nítrico 
NOS: Óxido nítrico sintasa  
NOSe: Óxido nítrico sintasa endotelial 
NOSi: Óxido nítrico sintasa inducible 
PAF: Factor activador de plaquetas 
PAR: Receptor activado por proteasas 
PCR: Reacción en cadena de la polimerasa 
PCR-SSCP: PCR de polimorfismo de conformación de cadena simple 
PGI2: Prostaglandina I2 
PPP: Plasma pobre en plaquetas 
PRP: Plasma rico en plaquetas 
PTI: Púrpura trombocitopénica idiopática 
Rpm: Revoluciones por minuto 
TC: Tiempo de coagulado 
TNFα: Factor de necrosis tumoral alfa 
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1.1. LA PLAQUETA 
 De los tres elementos formes presentes en la sangre, los últimos en ser 
descubiertos fueron las plaquetas. El retraso de su hallazgo se debió, entre otros 
factores, a su pequeño tamaño, inferior a todas luces al de los eritrocitos y leucocitos, 
además de los poco avanzados microscopios que había por aquel entonces y la 
capacidad de las plaquetas para agregarse. En los primeros años después de la invención 
del microscopio, se describió en varias ocasiones la existencia de partículas diminutas 
en la sangre. Entre estos observadores, habría que destacar Antonio van Leewenhoeck 
(1632-1723), que al estudiar gotas de sangre, describió los glóbulos rojos mencionando 
a su vez otras partículas de menor tamaño, que podían adherirse unas a otras. Sin 
embargo, no prestó mayor atención a estas partículas y, de hecho, no se molestó en 
asignarles nombre alguno. Por otro lado, el inglés William Hewson (1739-1774) aportó 
grandes conocimientos acerca de la composición y la coagulación de la sangre. En este 
sentido, describió la coagulación como una propiedad que el plasma poseía, y observó 
la existencia de una sustancia que precipitaba por calentamiento a 50º C. Hewson le 
puso el nombre de “linfa coagulable”, aunque esta sustancia no era otra más que el 
fibrinógeno. A su vez, Hewson realizó dos observaciones importantes que ayudarían al 
posterior conocimiento de las plaquetas: Por una parte, describió como, tras la adición 
de sulfato de sodio y otras sales a la sangre, ésta no se coagulaba y, por otra parte, 
observó que al diluir la sangre con agua, se producía la destrucción de los glóbulos, algo 
que no ocurría si en vez de agua añadía suero fisiológico a la dilución (1,2). A lo largo 
del siglo XIX, numerosos observadores describieron la presencia en la sangre de otros 
corpúsculos más pequeños que los glóbulos rojos y los glóbulos blancos, aunque había 
mucha incertidumbre sobre su génesis y función. Existían diferentes hipótesis al 
respecto, desde su condición de productos de desintegración de los otros elementos 
formes, hasta su condición de elementos precursores de los eritrocitos. E incluso 
llegaron a ser confundidas con bacterias (1-4).  
 
Si pensamos en una plaqueta podríamos creer que se trata de una célula normal. 
Nada más lejos de la realidad, puesto que las plaquetas son partículas enucleadas con 
rasgos celulares que derivan de los bordes de los megacariocitos de la médula ósea (5,6) 




muchas veces se sigue haciendo referencia a la plaqueta como una célula. El 
descubrimiento de la plaqueta se atribuye tanto al francés Alfred Donné (1801-1878) 
(Figura 1), como al médico inglés George Gulliver (1804-1882). El término plaqueta 
deriva de la palabra francesa “plaquette”, siendo Geroge Hayem uno de los primeros en 
emplear este término, en 1883 (7). El primer aislamiento de plaquetas data, por tanto, 
del siglo XIX y se debe a Giulio Bizzorero (1841-1901), que identificó la hemostasia y 
la trombosis como procesos análogos.  
 
Figura 1. Alfred Donné (1801-1878) 
 
1.1.1. FUNCIÓN PLAQUETARIA 
Las plaquetas son elementos circulantes presentes en la sangre de todos los 
mamíferos, constituyendo el 70% del número total, ya que el 30% restante se localiza en 
el bazo. Las plaquetas desempeñan un papel fundamental en la hemostasia, iniciando la 
formación de coágulos. De esta manera, podemos encontrar dos situaciones opuestas: si 
el número de plaquetas es demasiado bajo, se pueden desarrollar hemorragias excesivas 
pero, por otra parte, si el número de plaquetas es demasiado alto, se pueden llegar a 
formar coágulos sanguíneos con el consecuente desarrollo de trombosis. La formación 
de coágulos puede provocar la obstrucción de los vasos sanguíneos dando pie a un 
accidente cerebro-vascular, infarto agudo de miocardio, embolismo pulmonar y el 
bloqueo de vasos sanguíneos en cualquier otra parte del cuerpo. Cualquier anormalidad 
o enfermedad de las plaquetas es denominada trombocitopatía, y puede deberse a un 
número reducido de plaquetas (trombocitopenia), a un déficit en su función 
(tromboastenia), o a un incremento en el número (trombocitosis). Existen desórdenes 
que pueden reducir el número de plaquetas, como la PTI, los cuales causan problemas 




la heparina, pueden causar trombosis o coágulos en lugar de hemorragia. La 
trombopoyetina, además de estar implicada en la generación de la plaqueta a partir del 
megacariocito (Figura 2), como ya se ha comentado al principio de esta tesis doctoral, 
también parece desempeñar un importante rol en la reversión de la trombocitopenia. En 
este sentido, las plaquetas están consideradas como elementos altamente especializados 
que juegan un papel fundamental en diferentes procesos cardiovasculares (8).  
 
Figura 2. Formación de las plaquetas a partir del megacariocito. 
 
Las plaquetas poseen una vida media de aproximadamente diez días, siendo su 
concentración normal de 150000 a 420000/µl. Su diámetro y grosor normal es de 
3,6±0,7 µm y 0,9±0,3µm, respectivamente. El VPM es de 7,06±4,85 femtolitros, 
aunque este VPM puede verse incrementado en caso mayor demanda de trombopoyesis, 
como puede ocurrir en situaciones de trombocitopenia. Por otro lado, el VPM 





1.1.2. ESTRUCTURA Y COMPOSICIÓN PLAQUETARIA 
Desde un punto de vista estrictamente morfológico, las plaquetas son estructuras 
muy sencillas. Sin embargo, desde un punto de vista funcional, presentan una actividad 
fisiológica verdaderamente compleja. En la plaqueta pueden diferenciarse cuatro zonas 
mediante microscopio electrónico:  
a) Zona periférica: Está formada por la membrana plasmática y 
glicoproteínas que se encargan de desempeñar funciones específicas. 
b) Zona gelatinosa: Está formada por la matriz citoplasmática. 
c) Zona de orgánulos: Contiene diversos orgánulos, como mitocondrias, 
ribosomas, Aparato de Golgi y gránulos de distintos tipos, que serán 
descritos en apartados posteriores.  
d) Sistema de membranas: Es una zona formada por canalículos y 
túbulos densos que le dan a la plaqueta un aspecto de estructura 
esponjosa.  
1.1.2.1. La zona periférica de la plaqueta.  
Las plaquetas poseen toda una colección de proteínas de membrana que se 
encuentran embebidas en la bicapa lipídica. Se estima que más de la mitad de las 
proteínas interaccionan de manera directa o indirecta con diferentes membranas 
celulares (9,10).  
Las proteínas de la membrana plasmática de la plaqueta, al igual que las de 
cualquier otro tipo celular, se clasifican en integrales o periféricas (Figura 3). Las 
proteínas integrales están embebidas de forma permanente en la membrana y se dividen 
a su vez en proteínas transmembrana, que atraviesan la totalidad de la membrana, o en 
proteínas monotópicas, que se encuentran embebidas de forma permanente en una de las 
dos caras de la membrana. Paralelamente, las proteínas transmembrana se dividen en 
bitópicas o politópicas, según contengan uno o más dominios transmembranales, 
respectivamente. Todas las proteínas transmembrana poseen un dominio hidrofóbico 
con estructura en α-hélice o lámina-β (11). Por otro lado, las proteínas periféricas se 
asocian sólo de forma temporal con los lípidos de membrana o con proteínas integrales 




interacciones que experimentan las proteínas periféricas con la membrana plasmática 
son consecuencia de la activación celular como resultado de un cambio en la 
composición lipídica de la membrana o a través de una modificación post-traslacional 
de una proteína integral de membrana. Por ejemplo, la fosforilación en un residuo de 
tirosina de la proteína integral de membrana llamada adaptador LAT permite el 
reclutamiento de proteínas fosfolipasas citosólicas con dominios SH2, Cγ2, Grb2 y 
Gads a la superficie citosólica de la membrana plasmática (12). De manera similar, 
niveles aumentados de fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3) en la superficie 
intracelular de la membrana plasmática permite el reclutamiento de proteínas citosólicas 
con dominios PH, mientras que una expresión elevada de fosfatidilserina en la 
superficie extracelular de la membrana plasmática recluta componentes de la cascada de 
la coagulación (13). 
Las proteínas transmembranales se clasifican en tres grupos funcionales 
principales: receptores, transportadores y enzimas (10).  
- Receptores: Median las respuestas celulares por unión de un ligando. 
Estos receptores pueden pertenecer a cuatro superfamilias diferentes: 
Receptores acoplados a proteínas G, inmunoglobulinas y receptores 
relacionados, receptores tipo tirosina quinasa y receptores depositarios 
y relacionados.   
- Transportadores: Mueven sustancias a través de las membranas 
siguiendo gradientes electroquímicos o consumiendo energía 
procedente de reacciones químicas. Los hay de tres tipos: canales, 
transportadores de solutos y transportadores activos. 
- Enzimas: Se clasifican en oxido-reductasas, transferasas, hidrolasas, 
liasas, isomerasas y ligasas. 
  El conocimiento de toda la colección de proteínas que poseen las plaquetas 
sobre su superficie, ya sean activadas o en reposo, se antoja interesante para comprender 
cómo desempeñan las plaquetas todas sus funciones bajo condiciones fisiológicas o 
patológicas. Entre estas proteínas de membrana, se encuentran las diferentes 






Figura 3. Proteinas de la membrana plasmática plaquetaria. 
 
1.1.2.1.1. Glicoproteínas plaquetarias 
Las glicoproteínas de membrana participan en una gran cantidad de 
interacciones para lograr la adhesividad entre células y funcionan como receptores de 
señales procedentes del exterior de la plaqueta. La recepción de estas señales en forma 
de ligandos específicos permite y facilita la interacción célula-célula, desencadenándose 
así la respuesta plaquetaria. Las glicoproteínas plaquetarias se clasifican en función de 
su movilidad electroforética. Existen distintas glicoproteínas plaquetarias, por lo que a 
continuación se describirán las que, por una razón u otra, sean más relevantes. 
1.1.2.1.1.1. Glicoproteína plaquetaria IB 
La GPIb está localizada en la superficie externa de la membrana plasmática, 




subunidades diferentes (GPIb-alfa, GPIb-beta, GPIb-IX y GPIb-V).   Esta glicoproteína 
es la responsable de la carga negativa presente en la superficie de la plaqueta. 
Posteriormente describiré más a fondo el papel que desempeña esta glicoproteína. 
 
1.1.2.1.1.2. Glicoproteína plaquetaria IIb-IIIa 
La GPIIb-IIIa, dada su condición de heterodímero, se compone de dos 
subunidades diferentes, alfa (GPIIb) y beta (GPIIIa), ambas producto de genes distintos. 
Esta glicoproteína de membrana representa el 2% de las proteínas plaquetarias totales y 
en las plaquetas en reposo existen aproximadamente 50000-80000 complejos. El 
complejo IIb-IIIa funciona como receptor del fibrinógeno y del FvW sólo después de la 
activación de la plaqueta. 
 
1.1.2.1.1.3. Glicoproteína plaquetaria Ia-IIa 
La glicoproteína Ia-IIa es un factor fundamental en la adhesión de las plaquetas 
al endotelio lesionado, ya que su función es actuar como receptor de colágeno, tanto 
fibrilar como no fibrilar. 
 
1.1.2.2. La zona de orgánulos 
Como ya se ha mencionado, las plaquetas poseen en su interior gránulos con 
moléculas muy potentes (14,15), a pesar de su nula capacidad de síntesis proteica. 
Existen cuatro tipos de gránulos de almacenamiento en la zona de orgánulos de la 
plaqueta (Figura 4), a saber:  
 
- Gránulos densos. 
- Gránulos alfa 
- Lisosomas  






Figura 4. Contenido de los gránulos plaquetarios 
 
1.1.2.2.1. Gránulos plaquetarios 
Los gránulos α almacenan proteínas específicas de las plaquetas, como β-
tromboglobulina y factor 4 plaquetario, además de otras que son constituyentes 
normales del plasma, como el fibrinógeno, la proteína S y el factor V. El FvW, 
localizado también en la estructura tubular de la plaqueta, es una glicoproteína de alto 
peso molecular, esencial en la adhesión plaquetaria, que además se encuentra en la zona 
periférica de estos gránulos alfa. 
 
Los gránulos densos almacenan nucleótidos de adenina no intercambiables con 
aquellos que están implicados en el metabolismo general de la célula, en forma de ADP 
y ATP, y constituyendo un complejo con iones de calcio y pirofosfato. En estos 




tiene una acción sinérgica con otros agentes a la hora de activar las plaquetas y modular 
el tono y la integridad vascular (16). 
 
Llegados a este punto resulta interesante pararse a pensar cómo se produce la 
secreción del contenido de los gránulos de la plaqueta. La secreción de los gránulos de 
las plaquetas se produce mediante la fusión del gránulo con las membranas del sistema 
de conexión a la superficie en un proceso que requiere de la presencia de iones calcio y 
de una fosfolipasa dependiente de calcio. 
 
1.1.3. BIOLOGÍA MOLECULAR DE LA PLAQUETA: MECANISMOS DE 
ACTIVACIÓN PLAQUETARIA. 
Las plaquetas se encargan de mantener la integridad de la vascularización en 
condiciones fisiológicas, evitando aumentos tanto en la fragilidad como en la 
permeabilidad vascular (17,18). En la hemostasia interaccionan por lo menos tres 
sistemas biológicos: los componentes de la pared vascular, las plaquetas y las proteínas 
de la cascada de coagulación sanguínea (Figura 5).  
A la hora de estudiar el proceso de formación del trombo plaquetario se pueden 
diferenciar cuatro etapas en las que ocurren diferentes mecanismos no del todo 
conocidos:  
1) Frenado de las plaquetas circulantes sobre la pared vascular contra la 
corriente del flujo sanguíneo que las empuja.  
2) Activación y adhesión firme de la plaqueta a la pared del vaso. 
3) Unión de más plaquetas a las ya adheridas, que sería la fase de crecimiento 
del trombo. 





Figura 5. Formación del trombo plaquetario en respuesta a daño tisular 
 
1.1.3.1. Adhesión plaquetaria 
1.1.3.1.1. El rol de la GPIbα, el colágeno y el FvW. 
Bajo condiciones normales de circulación sanguínea, las moléculas como el NO 
(19) y la PGI2 (20) liberadas desde células endoteliales sanas pueden producir 
inhibición de la activación plaquetaria. Sin embargo, cuando se ocasiona un daño en el 
endotelio, se produce una interrupción en el mecanismo inhibitorio de la activación de 
la plaqueta. De esta manera, la matriz subentotelial, dada su condición proinflamatoria, 
queda expuesta, lo que da pie a toda una serie de eventos que derivan, en primera 
instancia, en la adhesión de las plaquetas a la zona dañada. Por tanto, queda bien claro 
que la activación plaquetaria se produce cuando se desencadena una respuesta contráctil 
en los vasos lesionados y, al mismo tiempo, las plaquetas se adhieren a componentes 




En este sentido, la acumulación de plaquetas en la zona dañada o disfuncional 
del endotelio en la pared arterial inicia la formación del trombo (21). Posteriormente, se 
forman y liberan sustancias vasoactivas que favorecen el proceso de agregación 
plaquetaria y se pone en marcha una reacción en cascada al activarse a su vez otras 
plaquetas.  
Como ya se ha descrito, las glicoproteínas de membrana presentes en la zona 
periférica de la plaqueta actúan como receptores que captan señales externas y median 
un amplio número de interacciones de adhesividad celular, permitiendo las 
interacciones entre células a través de la unión a sus ligandos específicos, algo que, en 
última instancia, desencadena la respuesta plaquetaria. La GPIbα es un componente 
muy importante de este mecanismo, ya que participa en esta fase inicial de la activación 
plaquetaria permitiendo el frenado de las plaquetas. Esta glicoproteína se expresa de 
manera constitutiva en la membrana de la plaqueta, encargándose de iniciar el proceso 
de adhesión plaquetaria a través de su unión al colágeno y al FvW (22). Por otra parte, 
GPIbα también actúa como principal receptor para una proteína que se encuentra en la 
superficie de los leucocitos activados, la proteína denominada Mac-1, y es a través la 
interacción entre ambas cuando se produce la unión entre la plaqueta y el leucocito, 
fundamental en la respuesta inflamatoria mediada por la plaqueta. 
El FvW es una proteína multimérica sintetizada a partir de una forma precursora, 
pre-pro-FvW (Figura 6), tanto por las células endoteliales donde es almacenada en los 
llamados cuerpos de Weibel Palade y desde los que se libera a la circulación, como por 
los megacariocitos donde, como ya se ha mencionado, se almacena en los gránulos α. El 
FvW tiene dos funciones biológicas principales bien establecidas: Una de ellas es 
mediar la adhesión y agregación de las plaquetas, y la otra actuar como consorte para el 
factor VIII de la coagulación sanguínea. Recientemente, se han atribuido otras 
funciones al FvW (23,24), entre ellas: 
- La angiogénesis. 
- La proliferación del músculo liso.  
- La metástasis de células tumorales.  





Tanto el tamaño como la conformación del FvW se pueden ver modificados por 
factores genéticos y medioambientales, incluyendo la acción de la proteasa 
ADAMTS13 y de la glicoproteína adhesiva trombospondina-1 (TSP-1). 
 
Figura 6. Síntesis del FvW 
 
¿Cómo contribuye el FvW a la adhesión plaquetaria? El FvW se embebe en las 
fibras de colágeno, concretamente del colágeno de tipos I, II y VI, por lo que, en 
aquellos vasos en los que exista alto estrés de rozamiento, el FvW va a ser fundamental 
para disminuir el flujo rápido de las plaquetas a través de la interacción de su dominio 
A1 con GPIbα. En este sentido, las proteínas localizadas en la pared vascular, y 
fundamentalmente el colágeno, inducen la activación de las plaquetas y su adhesión a la 
pared, con el fin de que el colágeno y el FvW formen una especie de unidad funcional 
para la generación inicial del trombo. Esta unión inicial es transitoria e inestable, pero es 
suficiente para reducir la velocidad del tránsito de plaquetas y el FvW contribuye a 
dicha captación inicial de plaquetas sobre la superficie del vaso. Gracias al colágeno, se 




que es precisamente esa interacción transitoria entre el FvW y la GPIbα la que va a 
permitir la "rodadura" de las plaquetas por la zona dañada del vaso. 
1.1.3.1.2. La integrina αIIbβ3. 
El receptor más abundante en la plaqueta es otra glicoproteína, la integrina 
αIIbβ3 (GPIIb/IIIa), de la que existen aproximadamente 50.000-80.000 unidades en la 
superficie de cada plaqueta. En este receptor heterodimérico las subunidades GPIIb y 
GPIIIa se unen mediante unión no covalente (25). A pesar de que la mayoría de las 
GPIIb/IIIa se encuentran en la superficie plaquetaria, existe sólo una pequeña parte 
almacenada en los gránulos α y en el sistema canalicular de la plaqueta, el cual se 
conecta a la membrana externa de la misma. La GPIIb/IIIa desempeña una función muy 
importante en la adhesión de la plaqueta a la pared vascular.  
 
1.1.3.2. Activación  plaquetaria 
 
Tras producirse la adhesión transitoria de las plaquetas, su activación ocurre en 
dos rápidas fases que se amplifican mediante un mecanismo de retroalimentación 
positivo y concluyen en una agregación irreversible: 
 
- Fase 1: Esta primera fase se inicia por unión del colágeno a GPVI, 
induciéndose la rápida activación de una casacada de proteínas 
quinasas. Esta cascada da lugar a numerosos eventos de señalización 
que permiten el cambio de forma de la plaqueta y la secreción de 
numerosos factores de retroalimentación positiva. 
- Fase 2: La segunda fase consiste en una activación "corriente abajo" de 
estos y otros factores, reclutándose más plaquetas y produciéndose la 
agregación de las mismas (26-31).  
 
1.1.3.2.1. GPVI e integrina α2β114. 
Durante la interacción de la plaqueta con el colágeno actúan dos receptores 
plaquetarios. Uno de ellos se acaba de mencionar y participa en la Fase 1 de la 




GPVI es un receptor activador específico de la plaqueta. La vía de señalización 
de GPVI ha sido objeto de numerosas investigaciones descritas en la literatura científica 
(31-34). Se ha descrito que las plaquetas deficientes en GPVI no son capaces de 
agregarse en presencia de colágeno. Cuando GPVI se une al colágeno provoca la 
formación de un racimo de receptores, seguida de la fosforilación de la cadena γ del 
receptor Fc (FcR) que está asociado mediante unión no covalente. Existen dos residuos 
de tirosina altamente conservados localizados dentro del motivo inmunoreceptor 
activador basado en tirosina (ITAM) de la cadena γ del receptor Fc que son fosforilados 
por quinasas de la familia Src, concretamente Fyn y Lyn (35). Fyn y Lyn permiten el 
acoplamiento de la tirosina quinasa Syk a través de dos dominios de homología Src 2 
(SH2), lo que desencadena la ya mencionada cascada de quinasas (27-30). Syk se 
autofosforila en numerosos residuos de tirosina e induce la fosforilación de residuos de 
tirosina presentes en la proteína enlazadora para la activación de células T (LAT) (36-
38). LAT actúa como un sistema de andamiaje para moléculas de señalización como la 
fosfolipasa Cγ2 (PLCγ2) y la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K). PLCγ2 cataliza la 
conversión de fosfatidilinositol 4,5-difosfato a inositol 1,4,5-trifosfato y diacilglicerol, 
disparando un aumento en los niveles de calcio intracelular. La concentración 
aumentada de calcio desencadena la secreción de gránulos α y gránulos densos (31-33). 
Como ya se ha descrito previamente, los gránulos α y los gránulos densos contienen 
fibrinógeno, FvW, factores de coagulación V y XIII, ADP y serotonina. Dichos 
gránulos actúan de forma autocrina y paracrina para estimular las plaquetas (31,38-42).  
Por otra parte, PI3K cataliza la conversión de fosfatidilinositol 4,5-difosfato a 
fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato. Este lípido fosforilado recluta proteínas dependientes 
de quinasas y proteína quinasa B (PKB), también conocida como Akt, siendo activadas 
para inducir la señalización que terminará produciendo un aumento en la afinidad del 
receptor de fibrinógeno, la integrina αIIbβ3 (36, 42,43-47). 
En última instancia, la activación de las plaquetas mediada por GPVI concluye 
con una firme adhesión de las plaquetas y la secreción de las sustancias procoagulantes 
y proinflamatorias que contienen, lo que hace que el trombo crezca y se consolide su 
formación.  
Los factores secretados por las plaquetas actúan ejerciendo un mecanismo de 




el crecimiento del trombo. En este sentido, la agregación plaquetaria es un proceso de 
reclutamiento de nuevas plaquetas que sigue al depósito previo de otras plaquetas sobre 
el FvW y el colágeno. Aquí tiene cabida una sencilla pregunta: ¿Cómo es posible? Es 
posible gracias a la acumulación local de agonistas de la activación de las plaquetas 
debida a su secreción desde las plaquetas ya adheridas a la pared del vaso. Estos 
agonistas son, entre otros, el ADP, el TxA2, adrenalina y trombina, cada uno de los 
cuales se une a receptores específicos en la superficie de la membrana plasmática 
plaquetaria. El TxA2 liberado se une a receptores de prostaglandina-tromboxano, 
contribuyendo a la activación plaquetaria por retroalimentación positiva (48,49). Estos 
agonistas y sus receptores acoplados (50) serán explicados con detalle en el apartado 
1.1.4 de esta tesis doctoral, en el que se tratan los mecanismos de interacción plaqueta-
plaqueta. 
1.1.3.3. Agregación  plaquetaria. La propagación del trombo 
 
En la etapa final se produce la activación de receptores αIIbβ3 que posibilitan la 
unión del fibrinógeno y también del FvW, lo que permite el establecimiento de puentes 
estables entre las plaquetas. Muchas vías independientes de señalización, como aquellas 
estimuladas por colágeno, trombina, ADP, y tromboxano A2, aumentan la afinidad de 
αIIbβ3 por su ligando a través de un proceso denominado señalización dentro-fuera 
(26). La elevada afinidad de αIIbβ3 media la interacción plaqueta-plaqueta a través de la 
interacción bivalente con fibrinógeno o con FvW, formando un agregado. Además de 
mantener juntas a las plaquetas, la unión del receptor con su ligando produce la 
señalización “dentro-fuera”, lo que desencadena la amplificación de la activación 
plaquetaria (51,52). La señalización “dentro-fuera” permite que se produzca la 
remodelación del citoesqueleto de actina de la plaqueta, lo que se traduce en el 
consecuente cambio de forma de la misma junto con la formación de filopodios, 
lamelipodios y, en última instancia, la extensión de la plaqueta (52,53). Los 
mecanismos de señalización relacionados con la retracción del coágulo, la estabilización 
del trombo y la reparación de la herida reciben una atención especial que queda 







En el proceso de estabilización del trombo participan también otras moléculas, 
siendo CD40L una de las más destacadas e importantes en dicho proceso. CD40L es 
una glicoproteína que se almacena en los gránulos plaquetarios que se empieza a 
expresar en la superficie plaquetaria una vez ha ocurrido la desgranulación. El receptor 
para CD40L, tanto el soluble como el que está unido a la superficie de la plaqueta, es 
CD40. Esta molécula se expresa, entre otros tipos celulares, en linfocitos B, neutrófilos, 
monocitos, otras plaquetas, células endoteliales, células dendríticas, fibroblastos y 
células de músculo liso vascular. Pese a que el rol que desempeña esta interacción 
CD40L-CD40 no es del todo bien conocido, sí se sabe por otro lado que la interacción 
de CD40L presente en la plaqueta con el CD40 localizado en células endoteliales es 
capaz de estimular la expresión y liberación de moléculas inflamatorias (54). Por otra 
parte, la cuando el CD40L expresado en las plaquetas interacciona con las células 
endoteliales de origen coronario se produce una disminución en la capacidad que tienen 
estas células de liberar NO, hecho que en consecuencia aumenta el estrés oxidativo (55). 
 
1.1.4. MECANISMOS DE INTERACCIÓN PLAQUETA-PLAQUETA. 
 La activación plaquetaria inicial tiene que transmitirse al mayor número posible 
de plaquetas. Esta transmisión se logra a través de diferentes mecanismos cooperativos 
que dan pie al fenómeno denominado reclutamiento plaquetario. En este sentido, el 
término “agregación” se refiere a la unión o interacción de una plaqueta con otra. Este 
proceso se produce por el estímulo generado por agonistas, siendo los más importantes 







Figura 7. Principales agonistas y proteínas de adhesión que en la plaqueta participan en el proceso de 
activación plaquetaria: ADP, ATP, FvW, GPIb, GPIIb/IIIa, TxA2. 
 
 1.1.4.1. El TxA2 y su función como amplificador de la activación plaquetaria. 
El TxA2 es un importante factor de cooperación que se sintetiza en la plaqueta 
(56). El ácido araquidónico es el sustrato de la COX-1, siendo esta una enzima que 
produce endoperóxidos cíclicos de las prostaglandinas, PGG2 y PGH2, como productos 
iniciales a partir del dicho ácido araquidónico. A su vez, y a continuación, PGG2 y 
PGH2 se convierten en TxA2 por acción de otra enzima, la TxA2 sintasa (57). Por otra 
parte, el TxA2 también tiene la capacidad de activar más plaquetas y de contraer las 
células del músculo liso vascular al ser liberado por las plaquetas activadas. Por ende, el 
TxA2 potencia la agregación plaquetaria mediante la hidrólisis del fosfoinosítido y 
elevación del calcio citosólico. Sin embargo, el modo de actuación del TxA2 no 
contempla la penetración de éste en las células sino que interacciona con receptores 
específicos de superficie (Figura 8). Existen datos que dan a entender que la 
movilización de calcio por acción del TxA2 implica una inhibición de la adenilato 
ciclasa y un descenso de AMPc plaquetario. Hay que señalar como dato importante que 
la agregación plaquetaria inducida por el TxA2 es irreversible. Además, el TxA2 tiene 
también un potente efecto vasoconstrictor (58), lo que condiciona la aparición de 
cambios en el flujo sanguíneo que potencian la adhesión plaquetaria y aumentan el 
estrés de rozamiento. En las plaquetas y la pared vascular se expresan diferentes 






Figura 8. Interacción de TxA2 con la plaqueta. 
 
1.1.4.2. El ADP como agonista de la activación plaquetaria. 
La propagación de la activación plaquetaria también se debe a la participación 
del ADP en el proceso. Esta molécula, además de ser liberada desde los gránulos densos 
de las plaquetas, también se libera por las células endoteliales y por los eritrocitos. El 
ADP ejerce su acción a través de su unión a los receptores P2Y12, inhibiendo la 
adenilato ciclasa para reducir la formación de AMPc en la plaqueta, lo que facilita su 
activación. Además, gracias a la unión del ADP a receptores P2Y1, produce la 
activación de la fosfolipasa C. Los dos receptores a los que se une la molécula de ADP, 
P2Y12 y P2Y1, están acoplados a proteínas Gq y Gi, respectivamente. Este 
acoplamiento con proteínas G tiene gran importancia sobre el efecto que el ADP 
produce en las plaquetas ya que, por ejemplo, el receptor Gq es el responsable del 
cambio brusco de forma que se produce en la plaqueta. Este cambio de forma que se 
produce en la plaqueta es dependiente del reordenamiento de los filamentos de actina en 
la plaqueta acoplados a la activación de los receptores P2Y1 (61), lo que supone el paso 
de una primigenia forma discoidal a una forma esferoide y espinosa con filópodos 
largos y especulados (Figura 9). La formación de pseudópodos es el resultado de una 
actividad contráctil parecida a la existente en las células musculares y requiere aporte de 




reposo el 40-50% de la actina es actina F (filamentosa), mientras que el resto es actina 
G (monomérica). Tras la activación, la actina F aumenta hasta el 70-80% con el 
correspondiente descenso de la actina G. Esta polimerización está controlada por la 
profilina plaquetaria. Así mismo, a medida que la actina G se transforma en actina F se 
incorporan troponina y tropomiosina. 
 
 
Figura 9. Cambio de forma de la plaqueta. 
 
1.1.4.3. La función de la integrina GPIIb/IIIa en el mecanismo de agregación 
plaquetaria. 
Anteriormente hemos visto que la integrina GPIIb/IIIa está fuertemente 
implicada en la activación plaquetaria, ya que participa en la adhesión de la plaqueta a 
la pared vascular. Sin embargo, es obligado señalar su participación en la agregación 
plaquetaria. Mediante la interacción de dos GPIIb/IIIa localizadas en plaquetas 
diferentes se produce la unión de las mismas entre sí a través del ligando principal del 
heterodímero, el fibrinógeno, que actúa como nexo. No obstante, otras moléculas como 
la fibronectina, la vitronectina y el FvW se unen también a la GPIIb/IIIa (25) a través de 
una región específica que todas estas moléculas poseen, la llamada región RGD 
(arginina, glicina, ácido aspártico) (62). La GPIIb/IIIa reconoce otras secuencias 
peptídicas, por ejemplo la región lisina-glutamina-alanina-glicina-aspartato-valina que, 
a diferencia de la RGD, sólo se ha encontrado en la molécula de fibrinógeno. De esta 
manera, la acumulación de plaquetas desencadenada por estos mecanismos da lugar a 
un conglomerado plaquetario de tamaño creciente que continúa reclutando más y más 
plaquetas a medida que éstas llegan al lugar lesionado. Al final se termina produciendo 
la oclusión completa del vaso lesionado, hecho que resulta beneficioso desde el punto 





En los primeros estadios de la activación de las plaquetas el cambio de forma 
plaquetario es reversible pero después una serie de fuertes estímulos hacen que los 
orgánulos se centralicen para dar pie posteriormente a la desgranulación y liberación del 
contenido de los gránulos plaquetarios. De esta manera, el cambio de morfología que se 
produce se vuelve irreversible y se produce la consecuente agregación plaquetaria. La 
secreción de los gránulos contenidos en el interior de la plaqueta se da gracias a la 
fusión de los gránulos con la membrana plasmática y siempre en presencia de calcio. En 
este sentido, los microtúbulos organizan un anillo denso alrededor de los orgánulos que 
liberan su contenido a los canales del sistema de conexión a la superficie (63). Como ya 
se ha mencionado con anterioridad, los gránulos densos liberan, ADP, siendo éste un 
potente agregante plaquetario, ATP y serotonina. A su vez, los gránulos alfa liberan 
factor plaquetario 3, beta-tromboglobulina y factor mitógeno, los cuales se encargan de 
favorecer la agregación plaquetaria. 
 
1.1.4.4. El papel de la trombina y sus receptores. 
 La trombina es el agonista plaquetario más potente. Facilita la producción de 
fibrina desde el fibrinógeno y se une a receptores específicos, los PAR. Cuando la 
trombina se une a su receptor, se produce en este último una liberación proteolítica que 
desencadena la activación de cuatro tipos distintos de proteínas G que dan lugar a 
diferentes señales en la célula. De los cuatro tipos de PAR que se han descrito hasta la 
fecha, en la plaqueta se expresan solamente dos, PAR-1 y PAR-4 (Figura 10). 
Cualquiera de estos dos receptores puede estimular la agregación y secreción 






Figura 10. Los receptores PAR-1 y PAR-4 se expresan en la plaqueta y median la agregación plaquetaria. 
 
1.1.5. INTERACCIÓN DE LA PLAQUETA CON EL ENDOTELIO Y OTRAS 
CÉLULAS DEL MICROENTORNO VASCULAR. 
Existen diferentes tipos de células del microentorno vascular como los 
neutrófilos y las células endoteliales, junto con distintas hormonas vasoactivas del tipo 
de la adrenalina, vasopresina y endotelina, y otros factores procoagulantes como el 
PAF, que participan en la interacción con la plaqueta. Las plaquetas poseen efectos 
proinflamatorios al interaccionar con los neutrófilos a través del metabolismo 
transcelular (66).  
En este proceso, gracias a su interacción con los neutrófilos, el endotelio 
desempeña una función moduladora (67). Simultáneamente, el endotelio puede  
interactuar con las células de la sangre para así impedir la agregación plaquetaria, 
modulando de este modo tanto la quimiotaxis como la adherencia de los neutrófilos. En 






Existe además toda una cascada de estímulos procedentes de la inmensa 
variedad de células del microentorno vascular que debe sumarse a la reacción de 
liberación de las plaquetas activadas. Por otra parte, todo el proceso se ve condicionado 
por la activación del sistema de la coagulación (trombina) y la presencia de hormonas 
vasoactivas circulantes (adrenalina, vasopresina), neutrófilos activados y macrófagos. 
Por ende, esta interrelación entre elementos de diferente origen conduce en última 
instancia a la agregación plaquetaria y a la formación de un trombo que ocluirá luz 
vascular (69). En este sentido, en la actualidad se considera que todas estas 
interacciones son multicelulares. Este hecho se traduce en que la trombogénesis no solo 
se va a deber al sistema de la coagulación sanguínea y las plaquetas, sino que existen 
otros elementos celulares del microentorno vascular implicados que participan de 
activamente en la misma, a saber: células endoteliales, eritrocitos y neutrófilos. 
 
1.1.6. ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR Y LA PLAQUETA 
 
 En la mayoría de los casos, el desarrollo de un trombo rico en plaquetas en una 
placa aterosclerótica es la causa subsiguiente de episodios cardiovasculares agudos, 
incluyendo enfermedad coronaria (infarto de miocardio) y choque isquémico. La 
aterosclerosis es una enfermedad crónica muy compleja fuertemente unida con 
dislipemia, hipercolesterolemia e inflamación. Es una enfermedad que requiere décadas 
para ir en progresión desde el inicio de la formación de la placa aterosclerótica. Las 
placas vulnerables pueden sufrir una rotura que desencadene el taponamiento de los 
vasos sanguíneos. Las plaquetas pueden ser factores importantes en el inicio, progresión 
y resultado de la enfermedad. 
  
 
1.2. TRATAMIENTO ANTIPLAQUETARIO: ASPIRINA 
1.2.1. HISTORIA DE ASPIRINA  
 La corteza del sauce blanco (Salix alba) se ha empleado desde tiempos 
inmemoriales para aliviar la fiebre y el dolor. Este uso se remonta incluso a los tiempos 
de Hipócrates, que vivió 460 años antes de Cristo, o de ciertos pueblos 




Viejo, el médico y farmacéutico Dioscórides o el célebre médico Galeno (Figura 11), 
siguieron haciendo referencia a los efectos medicinales del sauce blanco.  
 
Figura 11. El célebre médico Galeno. 
 
En la época moderna post-renacentista, el reverendo de la Iglesia de Inglaterra, 
Edward Stone, presentó en 1763 un informe a la Real Sociedad de Ciencia Inglesa en el 
que trataba las propiedades de la corteza de sauce blanco destacando especialmente el 
efecto antipirético que poseía (70). En su informe, Stone describía que había 
administrado el extracto en forma de infusión o cerveza a unos 50 pacientes enfermos 
en los que, posteriormente, había aliviado su fiebre (71,72). Años más tarde, 
concretamente en 1828, Johann Buchner, profesor de Farmacia en la Universidad de 
Munich, consiguió obtener a partir de la corteza de sauce una sustancia de sabor amargo 
y color amarillento en forma de pequeñas agujas cristalinas. Había aislado pues el 
principio activo de la corteza, al que bautizó con el nombre de salicina. Dos años antes 
de este descubrimiento, los italianos Brugnatelli y Fontana habían aislado ese mismo 
extracto pero la sustancia que habían obtenido era tan sumamente impura que les fue 
imposible demostrar los efectos farmacológicos de la corteza de sauce. En 1829, un 
farmacéutico francés, Henri Leroux, mejoró el método de aislamiento de la salicina 
obteniendo 30 gramos de principio activo por cada 1,5 kilogramos de corteza. Más 
tarde, Rafaelle Piria, un químico italiano que trabajaba en la Sorbona de París, obtuvo 
ácido salicílico en estado puro tras la hidrólisis y oxidación del salicilaldehído obtenido 




químico francés Charles Frederic Gerhardt neutralizó el ácido salicílico con sodio y 
acetilclorhídrico formando ácido acetilsalicílico, aunque terminó abandonando su 
descubrimiento. En 1897, fue el químico alemán Felix Hoffmann (Figura 12), que 
trabajaba para la compañía alemana Bayer, el que redescubrió la fórmula de Gerhardt 
para aislar ácido acetilsalicílico, administrándosela después a su padre para tratar sus 
dolores artríticos. En 1949, Arthur Eichengrün, jefe directo de Hoffmann, publicó un 
artículo reivindicando el descubrimiento, aunque los historiadores científicos ignoraron 
este hecho hasta 1999, cuando las investigaciones de Walter Sneader, de la Universidad 
de Strathclyde, Glasgow, concluyen que efectivamente es Eichengrün quien tuvo la idea 
de sintetizar el ácido acetilsalicílico. Finalmente, Aspirina fue el nombre comercial con 
el que los laboratorios Bayer bautizaron esta sustancia (73), pasando a ser el primer 
fármaco del grupo de los antiinflamatorios no esteroideos, AINEs. Corría el año 1971 y 
el farmacólogo británico John Robert Vane, empleado por aquel entonces del Colegio 
Real de Cirujanos de Londres, pudo demostrar que la aspirina suprime la producción de 
prostaglandinas y tromboxanos. Este descubrimiento por parte de Vane fue el que abrió 
la posibilidad del uso de bajas dosis de aspirina para ser empleada como antiagregante 
plaquetario, lo que ampliaría copiosamente su campo comercial. Finalizada la primera 
Guerra Mundial, la marca "Aspirina" fue expropiada en los países vencedores, 
fundamentalmente Inglaterra, Estados Unidos y Francia, de forma que el nombre 
genérico de la aspirina pasó a ser “aspirin”. A día de hoy, la aspirina es uno de los 
fármacos más ampliamente utilizados usados en todo el mundo, con un consumo 
estimado de 40.000 toneladas métricas anuales. 
 
 





1.2.2. FARMACOCINÉTICA Y FARMACODINÁMICA DE LA ASPIRINA 
1.2.2.1. Vías de administración 
La vía principal de administración del ácido acetilsalicílico es la vía oral, pese a 
que también puede ser administrado por vía intravenosa o incluso rectal. Los 
comprimidos de aspirina administrados por vía oral son fácilmente hidrolizables al 
exponerse al agua o a aire húmedo, lo que condiciona su almacenamiento, ya que es 
necesario que permanezcan envueltos y protegidos hasta que sean administrados.  
1.2.2.2. Absorción 
La aspirina se absorbe de manera rápida en el tracto digestivo a la altura del 
duodeno y en la parte superior del intestino delgado. Pasadas 1-2 horas desde la ingesta 
de aspirina se produce un pico de máxima concentración en plasma. Sin embargo, 
puesto que la aspirina tiene muy baja solubilidad a pH bajo, siendo este el entorno con 
el que se encuentra el fármaco en el estómago, bajo condiciones de sobredosis se puede 
retardar la absorción del medicamento de 8 a 24 horas. 
1.2.2.3. Distribución 
El ácido acetilsalicílico se une en forma de salicilato a proteínas plasmáticas en 
un porcentaje que supera el 99% y presenta una amplia distribución tisular, siendo capaz 
de atravesar la barrera hematoencefálica y placentaria. La aspirina tiene una vida media 
en suero de unos 15 minutos, aproximadamente. 
1.2.2.4. Mecanismo de acción de la aspirina 
En los mecanismos biológicos para la producción de inflamación, dolor o fiebre, 
intervienen las prostaglandinas que se generan en la zona de la lesión, las cuales actúan 
como mensajeros del dolor, informando al sistema nervioso central de la agresión.  
Como ya se ha mencionado en esta tesis, el farmacólogo John Robert Vane demostró en 
1971 que el ácido acetilsalicílico actuaba bloqueando los mecanismos de generación de 
prostaglandinas y tromboxanos (74,75), lo que restablecía la temperatura y reducía el 
dolor. Ya hemos descrito previamente que el TxA2 se sintetiza y libera por las plaquetas 




estímulos aumentando la capacidad agregante plaquetaria de estos últimos, hecho que 
convierte al TxA2 en un amplificador de la respuesta plaquetaria a agentes 
protrombóticos como el ADP, la epinefrina o el colágeno potenciando su efecto 
agregante. 
La capacidad que tiene la aspirina para bloquear la producción de 
prostaglandinas y tromboxanos es debida a la inactivación de una enzima necesaria para 
la síntesis de estas moléculas proinflamatorias anteriormente mencionadas, la COX. 
Existen dos isoformas diferentes: COX-1 y COX-2 (Figura 13). La isoforma COX-1 se 
expresa constitutivamente, lo que significa que  existen unos niveles basales en las 
diferentes células en las que se encuentra, incluidas las plaquetas (76,77). Por el 
contrario, la isoforma COX-2 no se expresa bajo condiciones fisiológicas sino que se 
induce rápidamente como consecuencia de un estímulo inflamatorio, lo que favorece así 








Pero, ¿dónde actúa exactamente la aspirina sobre la proteína COX? La acción de 
la aspirina produce una acetilación selectiva en el grupo hidroxilo de un residuo de 
serina en posición 529 de la cadena polipeptídica de la COX-1 de las plaquetas 
provocando la pérdida de su actividad de manera irreversible (79,80). Por otra parte, hay 
que señalar que la aspirina acetila el residuo de serina 516 por lo que también inhibe la 
actividad de la isoenzima COX-2 aunque con una potencia del orden de 170 veces 
menor.   
1.2.2.5. Efecto antiagregante plaquetario de aspirina 
A pesar de que inicialmente se recomienda una dosis de aspirina de 160 mg para 
bloquear completamente la COX-1 de la plaqueta, dosis menores del fármaco, del orden 
de 81 mg diarios, producen una leve prolongación en el tiempo de sangrado, que se 
duplica si la administración de aspirina continúa durante una semana. El cambio se debe 
a la ya mencionada inhibición irreversible de la enzima COX de las plaquetas, por lo 
que se mantiene durante toda la vida de las mismas (entre 8 y 10 días). La propiedad 
antiagregante que posee la aspirina hace que ésta sea útil en la reducción de la 
incidencia de infartos en algunos pacientes. En este sentido, la dosis suficiente para 
producir la inhibición de una proporción adecuada de tromboxano es de 40 mg diarios.  
 Como ya hemos indicado, el principal mecanismo por el que la aspirina previene 
el desarrollo de un trombo plaquetario se produce a través de la inhibición de la 
formación de TxA2 por las plaquetas aunque, no obstante, existen diferentes datos 
recogidos en la literatura con los que se sugiere que la aspirina ejerce su efecto 
antiagregante plaquetario no sólo mediante su acción sobre la formación de TxA2 por 
las plaquetas (81). En este sentido, conviene recordar que durante el proceso de 
generación de un trombo en la pared vascular se origina una disrupción o falta de 
funcionalidad del endotelio que implica la activación de otras plaquetas circulantes y su 
posterior adhesión a la zona del daño producido en el endotelio, liberando entonces una 
serie de agentes como histamina, serotonina, ADP o el mismo TxA2. Estos agentes 
activos favorecen la llegada de más plaquetas que se irán sumando al trombo mural. 
Pero, además, el trombo no sólo se compone de plaquetas y polímeros de fibrina, sino 
de otras células de la sangre como eritrocitos y neutrófilos, también presentes en el 




A día de hoy se sabe perfectamente que, en respuesta a estímulos físicos, 
químicos o hemodinámicos, el endotelio vascular es capaz de producir diferentes 
factores vasoactivos. Como veremos en el siguiente apartado de esta tesis, un factor 
vasoactivo de extrema relevancia es el NO (82), un gas generado en la célula endotelial 
mediante el paso metabólico de L-arginina a L-citrulina por la actividad en el endotelio 
de la enzima NOSe (82). El NO generado, además de la acción vaso relajante que será 
descrita con posterioridad, posee también una implicación directa en el mecanismo 
antitrombótico de aspirina. De esta manera, en el año 1995 la Unidad de Investigación 
Cardiovascular del Hospital Clínico San Carlos de Madrid demostró que la aspirina 
también tiene la capacidad de inhibir la activación plaquetaria ejerciendo su acción a 
través de los leucocitos (83). En estos experimentos se observó que la presencia de 
leucocitos no modificaba la agregación plaquetaria en ausencia de aspirina. Por el 
contrario, la presencia conjunta de aspirina y leucocitos sí inhibía significativamente la 
activación plaquetaria en respuesta a trombina, potenciando también la inhibición 
plaquetaria que la aspirina es capaz de ejercer ante la estimulación de las plaquetas por 
agentes como la epinefrina o el ADP (83). Puesto que los leucocitos también generan 
NO gracias a la actividad de una NOS similar a la que se encuentra en el endotelio, la 
aspirina estimula la formación de NO por el leucocito inhibiendo por este mecanismo la 
activación de las plaquetas (83). Gracias a estos resultados se abrió una nueva 
perspectiva de investigación y se postuló un nuevo, y hasta entonces desconocido, 
mecanismo de acción de la aspirina sobre la inhibición de la agregación plaquetaria. En 
este sentido, la aspirina activaría la producción de NO por parte del leucocito, el cual 
llegaría a la plaqueta desencadenando la generación de GMPc, un segundo mensajero 
celular a través del que actúa el NO. Así, se induciría una respuesta antiagregante de las 
plaquetas no sólo por la inhibición de la formación de TxA2. 
 
Posteriormente, en un estudio de 2003 se demostró que la aspirina también 
induce la liberación de NO por el endotelio, el cual protege a estas células del daño 
inducido por los radicales libres del oxígeno (Figura 14) (84). Ya en el año 2004, otro 
grupo, dirigido por el Dr. Paul-Clark, sugirió que la 15 epi-lipoxina A4 podría guardar 










Figura 14: Mecanismos de antiagregación plaquetaria por Aspirina. La aspirina previene la 
formación de TxA2 por las plaquetas y estimula la generación de NO por los neutrófilos y por el endotelio. 
 
A raíz de la búsqueda de mecanismos alternativos según los cuales la aspirina 
inhibe la actividad plaquetaria, se ha sugerido también una acción reductora del efecto 
proagregante plaquetario que poseen los eritrocitos (86).  
 
1.2.2.6. Otros mecanismos de acción de aspirina 
Como ya se ha mencionado, existen otros mecanismos que contribuyen al 
beneficio clínico de la aspirina en el tratamiento de enfermedades cardiovasculares, 
aparte del efecto antitrombótico que el fármaco posee. En este sentido, diversos datos 
sugieren de una u otra manera que la aspirina tiene un efecto antioxidante, siendo capaz 
de reducir de manera directa la formación de radicales libres, especialmente la 
generación de ión superóxido. Así, se ha demostrado que la aspirina, además de reducir 
la formación de este ión también está capacitada para impedir que el radical hidroxilo 
forme derivados 2,3 y 2,5-dihidroxibenzonato. Además, la aspirina es capaz de acetilar 
los grupos amino de los residuos de lisina en las proteínas, protegiéndolas de la 
oxidación (87). 
1.2.2.6.1. Efectos antiinflamatorios 
La inflamación desempeña un importante papel en la patogénesis de diversas 




enfermedades se encuentran la angina inestable, la hipercolesterolemia, la 
arteriosclerosis o incluso la hipertensión, todas ellas con un marcadísimo componente 
inflamatorio. En este sentido, y a modo de ejemplo, la angina inestable se caracteriza 
por un incremento en los niveles circulantes de fibrinógeno, proteína C reactiva, 
proteína amiloide A y diferentes citoquinas durante su fase aguda. Por ende, esta 
respuesta inflamatoria aguda se ha utilizado como marcador de mal pronóstico en el 
paciente con riesgo cardiovascular (88). En relación a estos hechos, resulta interesante 
saber que aquellos pacientes con niveles superiores de proteína C reactiva circulante, y 
por consiguiente con un mayor componente inflamatorio, son precisamente los que más 
beneficios obtienen del tratamiento con aspirina a la hora de prevenir un evento 
coronario agudo (89). 
 Antes de profundizar más quizás deberíamos hacernos una pregunta 
fundamental: ¿Estaríamos cayendo en una consideración demasiado simplista al decir 
que la inhibición de la síntesis de prostaglandinas por aspirina es suficiente para 
explicar su efecto antiinflamatorio? Se ha mencionado con anterioridad que la aspirina 
es un inhibidor no selectivo de ambas isoformas de la ciclooxigenasa, lo que ha 
permitido explicar en parte su efecto antiinflamatorio. En este sentido, ya se ha visto en 
varias ocasiones que los productos resultantes de la actividad de estas COX contribuyen 
a algunas de las manifestaciones de la inflamación, como el eritema, el edema, el dolor 
y la hiperalgesia, siendo estos mediadores más frecuentemente implicados las 
prostaglandinas PGE2 y la PGI2 (prostaciclina). A pesar de haberse encontrado también 
tromboxanos en exudados inflamatorios, su papel está por establecerse. Las células 
implicadas en estos procesos también sintetizan y liberan citoquinas u otros agentes 
involucrados en los fenómenos de vasodilatación, quimiotaxis, etc., que participan en la 
respuesta inflamatoria.  
 
Por otra parte, conviene señalar que el producto metabólico normal de la aspirina 
en el cuerpo, el salicilato, muestra una menor eficacia en la inhibición de ambas 
isoformas de la COX. Los salicilatos no acetilados pueden tener funciones en la 
eliminación de radicales del oxígeno y, mientras que la aspirina inhibe irreversiblemente 
la COX-1, modifica la actividad enzimática de la COX-2 e inhibe la agregación 
plaquetaria, las especies no acetiladas del salicilato no son capaces de producir estas 




de prostanoides, que tienen efectos antiinflamatorios. La aspirina también interfiere con 
los mediadores químicos del sistema calicreína-cinina, por lo que inhibe la adherencia 
de los granulocitos sobre la vasculatura que ha sido dañada. Además, estabiliza los 
lisosomas evitando así la liberación de mediadores de la inflamación e inhibe la 
quimiotaxis de los leucocitos polimorfonucleares y macrófagos. 
 Remitiéndonos directamente a la interacción que se produce entre la plaqueta y 
el endotelio, se ha descrito que el hecho de incubar células endoteliales con dosis 
elevadas de aspirina produce la inhibición de la expresión de VCAM-1, así como de 
otras proteínas de adhesión de monocitos, en la superficie de las células endoteliales 
(90). Estas proteínas de adhesión facilitan la interacción entre el monocito y la célula 
endotelial contribuyendo al proceso inflamatorio, lo que supone una ayuda para el 
monocito cuando tiene que atravesar la barrera endotelial. La aspirina reduce la 
expresión de las proteínas de adhesión en la superficie endotelial y en consecuencia 
inhibe la activación de factores de transcripción, impidiendo que éstos lleguen al núcleo 
celular y estimulen la expresión de genes que codifican proteínas proinflamatorias. Si 
bien se observan efectos antiinflamatorios a dosis altas de aspirina, dosis bajas del 
fármaco también pueden reducir esta respuesta. Por ejemplo, se ha descrito que en 
ratones ateroscleróticos deficientes en la expresión del receptor de LDL, la 
administración in vivo de dosis bajas de aspirina provoca un decremento en la capacidad 
ex vivo de sus arterias aisladas para generar diferentes factores pro-inflamatorios como 
ICAM-1, TNF-α o MCP-1 (91). En relación con estos datos conviene destacar un hecho 
curioso, y es que aquellos pacientes que habitualmente toman Aspirina muestran unos 
niveles circulantes de mediadores proinflamatorios (IL-6) menores que los que no la 
toman, en el momento de sufrir un síndrome coronario agudo (92). Por si esto fuera 
poco, podemos ligar este hecho a la observación clínica de que estos mismos pacientes 
que habitualmente toman aspirina en el momento de sufrir un síndrome coronario agudo 
es más probable que se produzca una angina inestable que un infarto agudo de 
miocardio (92). Y no debemos olvidar que el grado inflamatorio del paciente 
cardiovascular no afecta a la capacidad de las bajas dosis de aspirina de inhibir la 
activación plaquetaria. 
  
 Por otra parte, estudios previos han servido para demostrar que la aspirina puede 




activados (93). El factor tisular es una proteína que posiblemente sea inductora de la 
cascada de la coagulación. En este sentido, la mayor producción de citoquinas en 
aquellos pacientes que sufren determinadas patologías cardiovasculares se relaciona de 
manera directa con el consecuente aumento de expresión de factor tisular en monocitos 
y macrófagos. En este sentido, estos mayores niveles de factor tisular suponen un riesgo 
mayor de trombosis y depósito de fibrina, por lo que la aspirina no sólo inhibirá la 
activación plaquetaria a través de los mecanismos que hemos descrito ya en esta tesis, 
sino que también podrá impedir la formación de trombos y el daño tisular a través de su 
efecto antiinflamatorio.  
 
 Puesto que las plaquetas tienen capacidad inflamatoria, pueden liberar al exterior 
factores como la interleuquina-1 o la quimiocina RANTES. Además, las plaquetas no 
solo tienen capacidad inflamatoria sino que también son capaces de aumentar la 
reacción inflamatoria de factores pro-inflamatorios como la endotelina-1 (94). Por ende, 
según López-Farré et al el efecto antiinflamatorio de aspirina no solamente es directo 
sino que, gracias a su efecto antiplaquetario, es capaz de disminuir la respuesta 
inflamatoria (95). En adición a estos datos, otro estudio (96) ha revelado que el 
mecanismo beneficioso de aspirina no quedaría relegado a su efecto antitrombótico sino 
también a su efecto antiinflamatorio a través de la inhibición de la liberación del agente 
proinflamatorio CD40L que, como vimos en los primeros apartados de esta tesis, es 
liberado por plaquetas además de otras células.  
  
Considerando todos estos datos, la pregunta formulada al principio de este 
apartado obtendría su necesaria contestación y la inhibición de la síntesis de 
prostaglandinas por la aspirina no sería suficiente para explicar su efecto 
antiinflamatorio. 
 
 1.2.2.6.2. Efectos analgésicos 
 La aspirina se muestra más eficaz al reducir el dolor leve o de moderada 
intensidad gracias a sus efectos sobre la inflamación, siendo probable que pueda inhibir 
los estímulos del dolor a nivel cerebral subcortical. Es un ácido orgánico débil que tiene 
al mismo tiempo una función de ácido carboxílico y de fenol, ya que también se  






1.2.2.6.3. Efectos antipiréticos 
 La administración de aspirina sólo afecta de forma ligera a la temperatura 
normal del cuerpo. Sin embargo, la aspirina sí reduce la fiebre. Estos efectos 
antipiréticos que posee la aspirina están mediados seguramente por la inhibición que se 
produce en el sistema nervioso central de la enzima COX, así como por la inhibición de 
la interleucina-1 que liberan los macrófagos durante los episodios inflamatorios.  
 
Además, se sabe que la fosforilación oxidativa en las mitocondrias de los 
cartílagos y del hígado se interrumpe por acción de la aspirina cuando ésta difunde al 
espacio intermembrana para así actuar como transportador de los protones requeridos en 
los procesos de la respiración celular. En este sentido, cuando se administran dosis altas 
de aspirina, aparece fiebre como consecuencia del calor que se libera desde la cadena de 
transporte electrónico, localizada en la membrana interna de las mitocondrias. Este 
efecto de la aspirina a dosis altas contrasta con el efecto antipirético que ejerce el 
fármaco cuando se administra a dosis terapéuticas. Por otra parte, la aspirina induce en 
el organismo la formación de radicales de NO, lo que produce la reducción de la 
adhesión de los leucocitos. Como ya se ha mencionado anteriormente, la aspirina ejerce 
su efecto antiagregante también a través de las células leucocitarias. La adhesión de los 
leucocitos constituye uno de los pasos principales en la respuesta inmune a infecciones, 
aunque aún no hay evidencias concluyentes de que la aspirina sea capaz de combatir 
una infección (87). Sin embargo, existen datos publicados recientemente que sugieren 
que el ácido salicílico, así como otros derivados de aspirina, pueden modular las 
acciones de señalización celular por medio del NF-κB, un complejo de factores de 
transcripción que desempeñan un rol importante en numerosos procesos biológicos, 
entre los que se encontraría la inflamación. 
 
 1.2.2.6.5. Antecedentes clínicos del tratamiento con aspirina 
 Para la Comunidad Científica, el reconocimiento del tratamiento con aspirina 
como algo fundamental en la patología cardiaca conllevó la necesidad de conocer los 
mecanismos que hacen de aspirina un fármaco fundamental en la prevención 





 El efecto beneficioso en el infarto de miocardio mediante el tratamiento con 
aspirina se estableció en el Segundo Estudio Internacional sobre Supervivencia del 
Infarto (ISIS-2) (97), estudio en el que se reclutaron 18187 pacientes tras las primeras 
24 horas después de sufrir un infarto agudo de miocardio. Tras su reclutamiento, estos 
pacientes se clasificaron en cuatro grupos de forma aleatoria: Al primer grupo se le 
administró estreptoquinasa, al segundo aspirina, al tercero estreptoquinasa y aspirina y 
al cuarto no se le administró ningún tratamiento. Transcurridas cinco semanas, aquellos 
pacientes que sólo habían recibido aspirina como tratamiento mostraron una 
significativa reducción de la mortalidad vascular, en una proporción cercana al 50% 
(97). ¿Cómo se podrían interpretar estos resultados? De cada mil pacientes tratados con 
aspirina, se podrían evitar 25 muertes y entre 10-15 infartos recurrentes o accidentes 
cerebrovasculares no fatales. Es importante señalar además que en este estudio el 
tratamiento con aspirina no produjo un aumento del riesgo de complicaciones derivadas 
de sangrado, incluyendo por supuesto la hemorragia cerebral o la necesidad de 
transfusión. 
 
 Por otra parte, en la literatura están recogidos diferentes estudios que han 
demostrado el papel beneficioso de que posee la aspirina en el tratamiento de la angina 
inestable. En este sentido se ha dejado claro, por una parte, que dosis bajas de aspirina 
disminuyen el riesgo de infarto de miocardio o muerte en aquellos pacientes que 
padecen isquemia asintomática tras un episodio de angina inestable o infarto no Q (98) 
y, por otra, que el tratamiento con dosis bajas de aspirina en este tipo de pacientes puede 
reducir la incidencia de muerte o de muerte e infarto de miocardio no fatal en 
combinación (99,100). De esta forma, conviene hacer referencia a una revisión de 4000 
pacientes con angina inestable que recibieron tratamiento con aspirina o placebo, la cual 
reveló un 5% de reducción absoluta del riesgo de sufrir un accidente cerebrovascular no 
fatal, infarto de miocardio o muerte (9% frente al 14%) (101), lo que se corresponde con 
la prevención de 50 eventos vasculares por 1000 pacientes tratados con aspirina en 6 
meses.  
  
 En cuanto al infarto de miocardio se refiere, existen 6 grandes estudios 
aleatorizados en los que solamente se empleó aspirina como único tratamiento después 
de un infarto de miocardio. Cinco de los seis estudios demostraron una reducción de la 




tratamiento con aspirina sigue siendo básico y esencial en la prevención de los 
problemas trombóticos desde el punto de vista de la cardiología intervencionista.  
 
 Haciendo referencia al beneficio del tratamiento con aspirina en la prevención 
primaria, un estudio realizado por médicos americanos aleatorizó 22071 individuos con 
edades comprendidas entre 40 y 84 años, a los que se administró, o bien una dosis de 
325 mg de aspirina al día, o bien placebo. Sin embargo, el estudio sufrió una prematura 
interrupción tras cinco años puesto que se observó un 44% de reducción del riesgo de 
sufrir infarto de miocardio en el grupo tratado con aspirina (83). Aunque por el 
contrario, este estudio no demostró reducción de la mortalidad cardiovascular y no se 
registró un aumento significativo en el riesgo de ictus por hemorragia en el grupo 
tratado con aspirina (83). 
 
 Existen también diversos estudios que han servido para demostrar el efecto 
beneficioso de aspirina en pacientes que padecen angina crónica establecida, debido a 
que ésta aumenta el riesgo de sufrir un evento cardiovascular (105). En el estudio 
denominado Physician´s Health Study, los pacientes con angina crónica establecida que 
recibieron tratamiento con aspirina mostraron un 87% de reducción en el riesgo de 
infarto de miocardio comparado con los pacientes que recibieron placebo (106). 
 
Gracias a los resultados obtenidos a partir de los estudios sobre prevención 
primaria aquí destacados, así como los obtenidos de otros tantos, se puede establecer 
que el tratamiento con Aspirina no reduce la mortalidad cardiovascular pero sí 
disminuye significativamente el riesgo de infarto de miocardio no fatal. Por ende, el 
beneficio absoluto del tratamiento con aspirina aumenta cuanto mayor sea el riesgo de 
evento cardiovascular en el grupo tratado. En este sentido, en pacientes de alto riesgo, el 
beneficio del tratamiento con aspirina, especialmente la reducción en el desarrollo de 
infarto de miocardio, es mucho mayor que el riesgo de complicaciones hemorrágicas a 
diferencia de lo que ocurre en pacientes de bajo riesgo, en los que el tratamiento 








 1.2.2.7. Resistencia a aspirina 
 Ya se ha visto que la aspirina es el tratamiento antiagregante plaquetario más 
empleado en la profilaxis de eventos tromboembólicos. De hecho, numerosos ensayos 
clínicos han demostrado que, en aquellos pacientes con alto riesgo de enfermedad 
cardiovascular, la terapia con aspirina disminuye el riesgo de infarto agudo de 
miocardio no mortal, ictus no mortal o muerte por causas vasculares (107,108). Sin 
embargo, se han observado casos en los que el tratamiento antiagregante es subóptimo, 
por lo que hay determinados pacientes que experimentan eventos cardiovasculares pese 
a la administración correcta de aspirina (109), existiendo en este mismo sentido, como 
veremos más adelante, estudios prospectivos que han demostrado que esta falta de 
respuesta a aspirina se asocia con un aumento del riesgo de eventos aterotrombóticos 
(110,111). Este fenómeno recibe el nombre de "resistencia a aspirina", término que no 
tiene una definición aceptada de forma universal y que se puede orientar desde dos 
enfoques diferentes. Desde un punto de vista clínico, la resistencia, o falta de respuesta, 
a aspirina se definiría como la aparición de eventos cardiovasculares tromboembólicos 
pese a recibir tratamiento continuado con aspirina en dosis terapéuticas. Por otro lado, 
desde un punto de vista bioquímico, la resistencia a aspirina queda definida o bien como 
el fracaso del fármaco a dosis terapéuticas en la prolongación del tiempo de sangrado, o 
bien como el fracaso en la reducción de producción de TxA2 (112).  
  
 Todas estas observaciones han llevado a pensar que existen pacientes cuyas 
plaquetas son resistentes a la acción inhibidora de aspirina, existiendo una variabilidad 
significativa en la función plaquetaria previamente demostrada en pacientes tratados con 
aspirina en múltiples ensayos clínicos, incluyendo pacientes sanos, con factores de 
riesgo y pacientes con enfermedad coronaria, vascular periférica y cerebrovascular 
(113-117). Dada la prevalencia de las enfermedades cardiovasculares, el impacto 
potencial de la resistencia a aspirina es bastante grande y tiene extrema importancia. 
Pese a que la prevalencia de la resistencia a aspirina no está realmente cuantificada, hay 
diferentes estudios que han sugerido que puede afectar entre un 7% y un 45% de la 
población. Por tanto, la identificación de pacientes no respondedores a aspirina y el 
alcanzar unos niveles adecuados de inhibición de sus plaquetas con terapias alternativas 
son objetivos potenciales que conllevan una notoria importancia clínica. Debido a esto, 
es muy importante conocer los mecanismos biológicos por los que en unos pacientes la 




propuestos para explicar este síndrome de resistencia a aspirina son muy variados, 
siempre desde el punto de vista de la funcionalidad plaquetaria. Sin embargo, el 
mecanismo real por el que ocurre este fenómeno de resistencia a aspirina no es aún 
conocido aunque, probablemente, la respuesta se encuentre en una combinación de 
factores clínicos, biológicos e incluso genéticos que de alguna manera afecten la 
respuesta plaquetaria a aspirina (Tabla 1).  
 
Tabla 1.- Mecanismos propuestos para explicar el síndrome de resistencia a 
aspirina. 
 
Factores Efecto destacado 
Clínicos 
Incumplimiento del tratamiento No inhibición de las plaquetas 
Tabaquismo 
Aumenta el recambio plaquetario 
Aumenta la función plaquetaria 
De riesgo Diabetes 
Reduce la efectividad de aspirina 
sobre la plaqueta. Su mecanismo 
es desconocido 
Farmacodinámicos 
Interacción con otros fármacos: 
AINEs. 
Atenuación de la acetilación de 
COX-1 por aspirina 
Dosis-Respuesta 
Requerimiento de una dosis 
mayor de aspirina 
 
Biosíntesis de TxA2 no sensible a 
aspirina mediante la actividad 
COX-2 
No inhibición de las plaquetas 
Biológicos 
Diferente tipo de plaqueta en 
términos de contenido de proteínas 
asociadas a metabolismo 
energético, estrés oxidativo, 
citoesqueleto y apoptosis 
Diferente capacidad de la 
plaqueta de responder a aspirina 
 
Existencia de moléculas circulantes 
que reducen el efecto de la aspirina 
Atenuación de la acetilación de 





Mutaciones y polimorfismos en el 
gen de COX-1 
Generación de haplotipos 





Uno de los factores que proporcionarían una explicación más obvia sería el 
incumplimiento de la pauta de administración del fármaco y, de hecho, se ha 
confirmado que existe una significativa asociación entre la no adherencia del paciente al 
tratamiento y un mayor riesgo de padecimiento de episodios cardiovasulares recurrentes 
si se compara con aquellos pacientes que sí cumplen el tratamiento (118-120). Resulta 
más que evidente que la observación continua de la ingesta del fármaco es 
prácticamente imposible de forma ambulatoria y que la confirmación verbal de que el 
paciente toma correctamente aspirina también es un hecho no siempre es fiable. De este 
modo, muchos autores han considerado la relativamente elevada tasa de incumplimiento 
del tratamiento como una causa predominante de resistencia a aspirina (118,119,121). 
Por otra parte, conviene destacar ciertas vías de activación plaquetaria independientes 
de TxA2 (122,123) que no son susceptibles de ser inhibidas por aspirina. Una de estas 
vías ya se ha mencionado con anterioridad y está mediada por el ADP, que se une a 
receptores específicos P2Y localizados en la superficie de la plaqueta. Existen, además, 
otros receptores que participan en la activación plaquetaria independiente de TxA2, 
entre ellos los de epinefrina y trombina, y receptores glicoproteicos de colágeno y 
fibrinógeno, que también se han descrito en apartados anteriores de esta tesis doctoral. 
En este sentido, se ha descrito una mayor respuesta in vitro de estos receptores 
(124,125) en pacientes con plaquetas resistentes a aspirina, además de que, in vivo, 
parece que la activación plaquetaria en el sitio del daño vascular en pacientes con 
enfermedad arterial coronaria está inducida principalmente a través de vías mediadas 
por ADP. 
  
Por otra parte, el TxA2 puede ser sintetizado también por la enzima COX-1 
presente en monocitos, macrófagos (122,126), megacariocitos y una subpoblación de 
plaquetas inmaduras (127,128), hecho que se pone de manifiesto principalmente bajo un 





Además, diferentes estudios aleatorios controlados han servido para demostrar 
que la terapia con una dosis baja diaria de aspirina puede suprimir la actividad de COX-
1 (129,130), corroborando el hallazgo de que una dosis de 325 mg de aspirina no puede 
ofrecer una inhibición adicional de la enzima en comparación con una dosis de 81 mg, 
debido a que este proceso es rápido, irreversible y se satura a dosis bajas, de ahí que sea 
un mecanismo independiente de la dosis (131). Sin embargo, y a pesar de que no hay un 
consenso acerca de la dosis de aspirina ideal para la prevención primaria y secundaria 
de episodios aterotrombóticos (132,133), parece ser que unas dosis mayores de aspirina 
pueden ser más eficaces en aquellos ensayos clínicos que utilizan criterios de 
laboratorio para medir la resistencia a aspirina (134-137). Aunque, por el contrario, 
estos resultados no han podido ser confirmados en estudios con resultados clínicos de 
punto final. 
  
 Por otra parte, existe cierta variabilidad en la absorción, biodisponibilidad, 
metabolismo y excreción de aspirina. En este sentido, y como ya se ha visto 
previamente, el ácido acetilsalicílico que se administra por vía oral está sometido a una 
rápida absorción mediante difusión a través de la mucosa gástrica proximal del intestino 
delgado. El pH gástrico influye en la absorción del ácido acetilsalicílico. De esta 
manera, medicamentos que producen una disminución del ácido aceleran la absorción 
mientras que la presencia de alimentos la retrasa  (138).   Mientras los salicilatos 
permanecen en el intestino, una pequeña proporción de los mismos puede ser inactivada 
por la acción de esterasas presentes en las vellosidades del epitelio intestinal. Una vez 
llega al torrente sanguíneo, la aspirina llega al hígado, donde es descompuesto. En este 
sentido, la variabilidad entre individuos en la expresión de enzimas que participan en el 
metabolismo de aspirina puede ser en parte responsable del fracaso de ésta a la hora de 
producir la inactivación plaquetaria.  
  
Además, hay que señalar que, cuando aspirina se encuentra en el torrente 
sanguíneo, existe una gran competencia con otros medicamentos, especialmente los 
AINEs, por los sitios de unión a proteína, de manera que unos niveles mayores de 






 La tasa de eliminación de salicilato se puede ver afectada por cambios en el pH 
urinario, ya que con una orina más alcalina se produce una más rápida eliminación de 
productos derivados de aspirina (138). Aunque no hay recogidos en la literatura 
suficientes datos como para poder establecer una asociación directa entre el tabaquismo 
y el síndrome de resistencia a aspirina, el análisis mediante PFA-100 revela ciertos 
indicios de que las plaquetas de individuos fumadores muestran una mayor propensión a 
ser resistentes a la acción de la aspirina en comparación con individuos no fumadores. 
El tabaquismo crónico tiene un efecto procoagulante, a pesar de que el paciente en 
cuestión esté recibiendo tratamiento con aspirina y se adhiera a al mismo (139). 
 
 Por otro lado, pese a que la inhibición plaquetaria adecuada se alcanza durante el 
primer mes de tratamiento con aspirina (140-142), a largo plazo se ha descrito cierta 
pérdida de la ventaja terapéutica, especialmente si se alcanzan o superan los 500 días de 
tratamiento (134,141,142). Este efecto coincide con un aumento del riesgo de 
padecimiento de un evento cardiovascular adverso en pacientes que toman aspirina 
(143,144).  
 
 Desde el punto de vista molecular, nuestro grupo ha continuado investigando los 
posibles mecanismos que podrían estar relacionados con la resistencia a aspirina. En 
este sentido, en estudios previos hemos analizado mediante proteómica los cambios en 
las diferentes proteínas expresadas en el plasma de pacientes sensibles y resistentes a 
aspirina con enfermedad coronaria isquémica establecida. En este sentido, nuestro grupo 
determinó si la DBP podría modificar la capacidad de aspirina para inhibir la enzima 
COX-1, encontrándose que en plasma existían tres isoformas de DBP aumentadas 
significativamente en pacientes resistentes a aspirina (145). Es bien conocido que la 
DBP se encarga de unir y transportar análogos de la vitamina D (146), además de ser un 
potente activador leucocitario (147). De esta manera, a partir de sangre total, se 
obtuvieron plaquetas procedentes de voluntarios sanos que no habían recibido 
previamente dosis alguna de aspirina que se incubaron en un sistema in vitro ideado por 
nuestro equipo. Las incubaciones se realizaron en presencia y/o ausencia de aspirina y 
DBP. Posteriormente, a partir de plasma rico en plaquetas obtenido de los mismos 
pacientes se analizó la posibilidad de que el efecto de DBP en la inhibición de la 
producción de TxA2 por acción de la aspirina pudiese relacionarse con un efecto directo 




una fuerte evidencia sobre los mayores niveles plasmáticos de las tres isoformas de 
DBP en pacientes resistentes a aspirina, haciendo de esta proteína un interesante 
marcador de resistencia a aspirina y, por ende, de riesgo cardiovascular. Esto se 
relacionaría con la idea demostrada y ya mencionada anteriormente de que los 
leucocitos pueden estar implicados en la activación de las plaquetas y, de hecho, existen 
diversos estudios en los que se ha puesto de manifiesto que DBP puede aumentar la 
actividad quimiotáctica de los neutrófilos (148,149).  
 
Por otra parte, en este mismo grupo comprobamos que en las plaquetas 
resistentes a aspirina existían niveles aumentados de la isoforma 1 de la cadena γ de 
fibrinógeno, la misma isoforma que ya habíamos descrito aumentada en pacientes que 
habían sufrido síndrome coronario agudo (150). Como ya se había mencionado en 
estudios previos, debido a un mecanismo de escisión alternativa el fibrinógeno γ 
presenta diferentes variantes que modifican la formación de fibrina y podrían estar 
asociadas con un aumento del riesgo trombótico, hecho que concuerda con una mayor 
incidencia de episodios cardiovasculares y cerebrovasculares asociada al síndrome de 
resistencia a aspirina (151,152). 
 
Se podría definir también una resistencia farmacológica a aspirina, como ocurre 
con los AINEs, entre ellos el ibuprofeno. Ello es debido a la existencia de determinados 
antecedentes que dan a entender que la ingesta de ibuprofeno previamente a la de 
aspirina disminuye la eficacia de ésta para inhibir la COX-1 contenida en la plaqueta 
(153). Este hecho parece estar relacionado con el bloqueo que el ibuprofeno ejerce sobre 







Figura 15.- Mecanismo de resistencia a aspirina modificado por la administración de ibuprofeno 
 (Modificado de N Engl J Med 2001; 345: 1809-17) 
 
 
 Reincidiendo en la cuestión de la relevancia clínica que posee la resistencia a 
aspirina, podemos decir que ésta ha sido objeto de estudio en pacientes con antecedentes 
con enfermedad cardiovascular establecida (154-157), enfermedad coronaria (152,158), 
accidentes cerebrovasculares (152,159), enfermedad vascular periférica (160), 
intervenciones coronarias percutáneas y by-pass arteriocoronario (157,160). Por tanto, 
los datos aportados por todos aquellos estudios que se han focalizado en esta relevancia 
clínica del síndrome de resistencia a aspirina revelan una significativa correlación entre 
éste y un mayor riesgo cardiovascular en aquellos pacientes con plaquetas resistentes a 
aspirina con respecto a los que tienen plaquetas sensibles a su acción.  
  
En este sentido, con el fin de demostrar la asociación entre la resistencia a 
aspirina y el mayor riesgo de eventos cardiovasculares, a lo largo del tiempo se han ido 




prospectivos y retrospectivos, habiendo confirmado todos ellos la aparición de eventos 
cardiovasculares en aquellos pacientes que no respondían al tratamiento con aspirina. 
Por tanto, convendría destacar dos meta-análisis de entre toda la variedad existente de 
ellos en la literatura debido a que proporcionan datos interesantes que relacionan la 
resistencia a aspirina en laboratorio con el riesgo de sufrir un episodio aterotrombótico. 
Por una parte, debemos reseñar el trabajo llevado a cabo por Krasopoulos et al (163), en 
el que se identificaron 20 estudios tras una búsqueda sistemática, a través de los cuales 
se evaluó el riesgo de padecimiento de episodios cardiovasculares en 2930 pacientes 
con enfermedad cardiovascular que recibían terapia con aspirina como prevención 
secundaria. De la totalidad de pacientes que se incluyeron en el estudio, un 28% era 
resistente a aspirina, condición demostrada mediante el empleo de diferentes ensayos de 
laboratorio. A su vez, la resistencia a aspirina fue menos prevalente en hombres y más 
en pacientes con insuficiencia renal previa. Todos los pacientes resistentes a aspirina, 
independientemente de los síntomas clínicos subyacentes, presentaban gran riesgo de 
muerte, síndrome coronario agudo, insuficiencia en intervención vascular, o un nuevo 
evento cerebrovascular.  
 
 Trece de los estudios informaron sobre aspirina exclusivamente como agente 
antiagregante plaquetario, con dosis diarias que oscilaban entre los 75 hasta los 325 mg 
como terapia. De los trece estudios, uno de ellos registró dosis diarias de 500 mg tres 
veces al día y seis incluyeron una dosis de carga de clopidogrel o tirofibán, otro 
inhibidor antiplaquetario, o ambos, como complemento de la terapia. De los estudios 
recogidos en este meta-análisis, varios se utilizaron para evaluar el estado de los 
pacientes que recibían aspirina, especialmente a través de la medición en suero de los 
niveles de TxA2 en relación con la hemostasia plaquetaria, de un ensayo de adhesión 
plaquetaria mediante colágeno y de agregometría en plasma rico en plaquetas y en 
sangre total. En definitiva, Krasopoulos et al indicaron (163), en función de sus análisis, 
que el efecto de la resistencia a aspirina sobre los resultados clínicos es aplicable a la 
totalidad de pacientes con riesgo de sufrir episodios cardiovasculares y 
cerebrovasculares que reciben aspirina. En este sentido, el aumento del riesgo de 
padecer estos eventos en pacientes con plaquetas resistentes a aspirina se produce en 
aquellos que tienen enfermedad cardiovascular establecida o enfermedad coronaria 
arterial, aquellos que se han sometido a intervención coronaria percutánea o coronaria, a 





 Como se mencionó anteriormente, existe un segundo meta-análisis al que se va a 
prestar atención en esta tesis, llevado a cabo por Snoep et al. Al igual que Krasopoulos 
et al, este grupo recogió datos procedentes de 16 estudios, en los que se estudió un total 
de 2296 pacientes. Estos estudios evaluaron la probabilidad de sufrir un evento 
cardiovascular agudo recurrente, a pesar del tratamiento con aspirina para prevención 
secundaria. Tres de los estudios incluidos en este segundo meta-análisis se ajustaron por 
incumplimiento del tratamiento con aspirina. En este grupo de pacientes seleccionados, 
se clasificó a un 27% como resistentes a aspirina, a través de diferentes ensayos de 
laboratorio. Ambos meta-análisis asumieron que resistencia a aspirina calculada en el 
laboratorio era una variable categórica (presente frente a ausente). 
 
La carencia de marcadores de los que se dispone para identificar a aquellos 
pacientes resistentes a aspirina, al margen de los niveles aumentados de DBP en 
pacientes resistentes a aspirina descritos por nuestro grupo, es un aspecto de vital 
importancia y, por si esto fuera poco, no existen precisamente estudios en la literatura 
que analicen el papel de los leucocitos, eritrocitos, las propias plaquetas o incluso de las 
proteínas circulantes en el plasma que pudieran servir de biomarcadores para identificar 
este tipo de pacientes e incluso intervenir en el proceso de inhibición de aspirina sobre 
la COX-1 plaquetaria y, en consecuencia, sobre la mayor o menor capacidad de aspirina 
de inhibir la actividad de las plaquetas. Por estas razones, en posteriores apartados se 
prestará atención a otro importante biomarcador, el NO. 
  
Atendiendo a los resultados de estudios previos puede llegarse a la conclusión de 
que la aspirina estimula la actividad de la enzima NOS3 en las plaquetas, produciendo 
un incremento en la producción de NO y favoreciendo los efectos antiplaquetarios de 
aspirina (164). Sin embargo, atendiendo a nuestro conocimiento, no se ha analizado si la 










1.3. EL ÓXIDO NÍTRICO 
 
1.3.1. SÍNTESIS Y FORMACIÓN 
  
 El NO sintetizado deriva de la conversión del aminoácido L-arginina en L-
citrulina por acción de la enzima NOS (82). Nos encontramos pues ante una reacción 
extremadamente compleja que precisa oxígeno molecular y diversas coenzimas, como 
son BH4, NADPH, FAD, FMN, grupo hemo y calmodulina (Figura 16). El NO 
desempeña numerosas funciones, puesto que se forma prácticamente en todas las células 
del organismo. Y a pesar de que la síntesis se realiza siempre a partir de arginina por la 
enzima NOS, en los tejidos se pueden encontrar diferentes isoformas de la enzima. En 
este sentido, y como se volverá a ver más adelante, en las plaquetas, el NO parece estar 
producido fundamentalmente por la actividad de una NOS constitutiva, la NOS3, 
aunque una pequeña cantidad de NO proceda de la actividad de una forma inducible de 
la enzima, la NOS2. El NO derivado de la plaqueta supone un bucle de 
retroalimentación negativa al reducir el reclutamiento de nuevas plaquetas al trombo 
creciente (165,166). En efecto, se ha sugerido que las alteraciones en la biosíntesis del 
NO por las plaquetas pueden contribuir al incremento de los procesos trombóticos y 
eventos coronarios (167). 
 
 
Figura 16. Conversión de L-arginina en L-citrulina por acción de la enzima NOS en presencia de 





 Existen diferentes factores que pueden influir sobre la actividad de la enzima 
NOS3, entre ellos, antagonistas endógenos de la L-arginina circulante, como el ADMA. 
Estos factores se encuentran aumentados en condiciones fisiopatológicas en las que la 
producción de NO se ha visto disminuida (168). Además, en las plaquetas humanas, el 
ADMA es capaz de inhibir el transporte de L-arginina (169). 
  
El diferente nivel de expresión de la proteína NOS3 puede estar influenciado 
también por la capacidad de las plaquetas de producir NO. En este sentido, hay 
evidencias de que el nivel de expresión de NOS3 podría verse modulado por diversos 
factores, incluyendo los genéticos. De esta manera, la mutación T-786→C, localizada en 
la región flanqueante 5' del gen NOS3, es responsable de la reducción de la actividad 
del promotor del gen NOS3, lo que compromete la expresión de la enzima NOS3 y, por 
ende, la síntesis de NO (170). 
  
La regulación de la actividad NOS3, que describiremos con detalle en el 
siguiente apartado de esta tesis doctoral, no sólo es importante para proteger la 
expresión de NOS3 sino también su fosforilación. En esta línea, se ha demostrado que 
la estimulación de la actividad de NOS3 está estrechamente relacionada con el estado de 
fosforilación (171). Así, diferentes residuos de aminoácidos pueden fosforilarse en la 
secuencia de la enzima aunque, en humanos, la fosforilación se produce en la Serina 
1177, promoviendo la actividad de la NOS3 (172).  
 
1.3.2. EL ÓXIDO NÍTRICO Y LA PARED VASCULAR 
 
 1.3.2.1 Acción vascular del NO 
El endotelio vascular humano se constituye aproximadamente por un área que 
supera los 1000 m2 y tiene un peso que ronda los 3 kilogramos. Durante mucho tiempo 
se pensó que la única función del endotelio vascular era de naturaleza pasiva. De hecho, 
fue la paradoja de la acetilcolina, que describiremos en apartados posteriores de esta 
tesis doctoral, la que condujo al descubrimiento de las funciones del endotelio, dejando 
al fin aparcada esa tosca y simplista creencia de que el endotelio no era más que una 
mera membrana semipermeable que simplemente se limitaba a separar la sangre de las 




y la pared vascular. Puesto que la acetilcolina es un vasodilatador al ser administrada in 
vivo, no dejaba de ser curioso que se comportase como un vasoconstrictor al 
administrarse en preparaciones in vitro de CMLV. Esta cuestión volverá a ser planteada 
más adelante, pero como anticipo se debe destacar que Furchgott y Zawadzki fueron los 
que resolvieron esta curiosa dicotomía, demostrando que la acetilcolina precisaba la 
integridad del endotelio para producir su efecto vasodilatador a través de la estimulación 
de la liberación de un factor, el FRDE (173). Fue en 1988 cuando Palmer y Moncada 
confirmaron que el NO era este FRDE. Años después, se ha ido trazando una línea 
investigadora a lo largo de la cual numerosos estudios se han desarrollado con el fin de 
demostrar que las células endoteliales, además de cubrir la superficie luminal de los 
vasos sanguíneos, son capaces de sintetizar y liberar varios factores relacionados 
directamente con la homeostasis sistémica. A día de hoy se conocen muchas funciones 
del endotelio, como la regulación de la agregación plaquetaria, cuyos mecanismos 
hemos descrito con anterioridad en esta tesis. Además, el endotelio vascular también 
participa en la coagulación sanguínea, la modulación del tono vascular, la regulación de 
la proliferación de las células de músculo liso, la regulación de los lípidos plasmáticos, 
la capacidad de reclutar células sanguíneas, el transporte capilar de agua, solutos y 
macromoléculas, la prevención de la adhesión de las células sanguíneas a la pared del 
vaso, la regulación de los procesos inmunológicos, de inflamación, la regulación de la 
proliferación, movilidad y reparación vascular, la modulación del tono del músculo liso 
vascular, y la síntesis y liberación de diversos componentes de la matriz extracelular 
(174-176). Por estas razones, el endotelio es, según el conocimiento actual, el mayor 
órgano paracrino presente en el cuerpo humano. 
La integridad del endotelio es algo fundamental para el mantenimiento de la 
estructura y el funcionamiento normal de la pared vascular. Tanto el desarrollo de la 
función normal del endotelio como la integridad endotelial son esenciales para 
proporcionar una superficie antiagregante para las plaquetas y antiadhesiva para los 
leucocitos. Por otra parte, el endotelio ejerce efecto doble sobre el crecimiento celular, 
siendo de gran importancia el que afecta a las células musculares, puesto que es capaz 
de liberar factores promotores e inhibidores de su crecimiento (177).  
Las células endoteliales constituyen un tejido activo desde un punto de vista 
metabólico, el cual puede actuar como sensor y transductor de estímulos químicos, 




organismo, está predispuesto para interaccionar con una enorme diversidad tanto de 
células como de agentes endocrinos y paracrinos. En este sentido, el endotelio tiene 
receptores específicos para ambos tipos de elementos. A su vez, el endotelio produce y 
libera diferentes sustancias vasoactivas, tanto vasodilatadoras como vasoconstrictoras. 
En consecuencia, todas estas características confieren al endotelio un importante papel 
en la respuesta fisiológica del organismo ante diversos tipos de estímulos.  
Por tanto, es relativamente fácil comprender que las alteraciones de la fisiología 
endotelial se relacionen con la génesis y el desarrollo de la mayor parte de patologías de 
origen cardiovascular, ya sea la hipertensión (178), aterosclerosis (179), trombosis o 
incluso procesos inflamatorios. De hecho, existen muchos factores capaces de producir 
disfunción endotelial, ya sean infecciones, agentes oxidantes, hipercolesterolemia o 
turbulencias sanguíneas. Aunque las células endoteliales puedan responder a estas 
agresiones de manera muy rápida en ocasiones, la respuesta endotelial suele ser a largo 
plazo, mediante la modulación de la expresión génica de diversas proteínas implicadas 
en la adaptación funcional. Así, por ejemplo, como resultado de la agresión al endotelio, 
se disminuye la producción de un potente vasodilatador, el NO, hecho que da pie a un 
efecto que se complementa con la inducción de la síntesis de endotelinas, proteínas de 
acción vasoconstrictora.  
La producción de NO por el endotelio vascular está considerada como uno de los 
principales mecanismos implicados en el funcionamiento de éste. Este gas difunde 
fácilmente desde las células endoteliales a las células de músculo liso de la pared 
vascular y es precisamente allí donde estimula a la enzima GCS, que cataliza la reacción 
de formación de GMPc a partir de GTP. El GMPc es un segundo mensajero que 
desencadena entonces la vasodilatación arterial. De esta forma, la síntesis de NO regula 
el flujo sanguíneo en respuesta a estímulos tales como el llamado “estrés de roce” de la 
sangre o la acción de moléculas circulantes como la bradiquinina o la acetilcolina. Sin 
embargo, las funciones del NO endotelial son muy diversas pues, además de controlar el 
tono vascular, contribuye al mantenimiento de la estructura de la pared arterial, 
reprimiendo la proliferación de las células musculares lisas. Por otra parte, el NO tiene 
acción antiagregante sobre las plaquetas e inhibe la adhesión de los leucocitos al 




 Se ha mencionado en el apartado anterior que existen diferentes isoformas de la 
enzima NOS expresadas en diferentes tejidos. La enzima constitutiva del endotelio es la 
NOS3, también denominada NOSe y es la responsable de la formación habitual de NO. 
Tanto en el endotelio como en otras células de la pared vascular, macrófagos, etc., se 
puede inducir otra isoforma, denominada NOS2 o NOSi, en situaciones de inflamación.  
 
1.3.2.2. Regulación general de la síntesis de NO 
La regulación de las concentraciones de NO es muy complicada y no se conoce 
todavía por completo. Sí se sabe que su producción disminuye durante la aterosclerosis 
avanzada, tanto por una disminución en la síntesis de la NOS3 como por un aumento en 
su degradación. Como la vida media del NO es muy breve, del orden de segundos, bajo 
estas condiciones habría muy poca cantidad de NO disponible para sus funciones 
endoteliales. Es interesante añadir además, que si la disponibilidad de arginina o de 
BH4 se reduce, en vez de formarse NO se produciría entonces la síntesis alternativa del 
radical superóxido (O2-) por la NOS3. 
La regulación de la actividad de la enzima NOS se lleva a cabo por un amplio 










Existen mecanismos de regulación que son específicos de la isoforma de NOS 
de la que se trate, mientras que otros mecanismos pueden considerarse comunes a todas 
las isoformas. La regulación de la biodisponibilidad de NO viene determinada por la 
regulación de la actividad de la enzima NOS. En este sentido, el NO ejerce una 
retroalimentación negativa sobre la actividad de la enzima, lo que determina la 
disminución de su propia síntesis. Esta inactivación que se produce en la enzima es 
temporal y se produce cuando el NO se une a su grupo hemo de manera reversible 
(181,182). La capacidad de la NOS de producir NO se recupera al disociarse el NO del 
grupo hemo al que previamente se ha unido de manera reversible.  
  
 1.3.2.2.1. Biodisponibilidad de BH4 
 Por otra parte, otro importante factor que regula la actividad de esta enzima lo 
constituyen los niveles de BH4. BH4 es un factor necesario para la síntesis de NO ya 
que es fundamental para el acoplamiento de la reducción del átomo de hierro a la 
síntesis de NO. Unos bajos niveles de BH4 pueden suponer el desacoplamiento de la 
reducción de O2 con la consecuente generación de superóxido, la disociación del dímero 
de NOS o la falta de unión del NO al grupo hemo de la enzima (183,184). En este 
sentido, la dimerización de la enzima es fundamental para su actividad, activándose 
como consecuencia del secuestro del grupo hemo, proporcionándole unas condiciones 
óptimas para la unión de L-arginina y BH4. A su vez, se favorece la transferencia de 
electrones desde los dominios reductasa hasta el dominio oxigenasa del grupo hemo 
(185,186). De esta forma, el NO puede inhibir su propia síntesis limitando la 
dimerización de la enzima. 
  
 1.3.2.2.2. El rol desempeñado por la L-arginina en la síntesis de NO 
 Según determinados estudios con modelos animales, la administración de L-
arginina presenta efectos beneficiosos en enfermedades como la hipertensión, la 
aterosclerosis coronaria (187,188). A su vez, otros estudios han corroborado el efecto 
protector que tiene la L-arginina sobre el endotelio (189,190). Sin embargo, no hay 
unaminidad en cuanto a los efectos beneficiosos de la L-arginina, habiéndose realizado 
numerosos estudios con resultados contradictorios. Así, Rector et al desarrollaron un 
estudio aleatorizado doble ciego con placebo en el que se administró L-arginina a 
pacientes con fallo cardiaco durante un período de 6 semanas. Pasado este tiempo se 




arterial en comparación con los sujetos control incluidos en el estudio. Sin embargo, 
Wilson et al (191) desarrollaron un estudio aleatorizado en el que se trataba con L-
arginina durante 6 meses a un grupo de pacientes con enfermedad arterial periférica y 
claudicación intermitente, comparándose frente a un grupo al que se le administraba un 
placebo. En este sentido, la suplementación a largo plazo con L-arginina no traía 
consigo consecuencias beneficiosas, no aumentaba la producción de NO ni mejoraba la 
reactividad vascular. De acuerdo con estos resultados, otro estudio desarrollado por 
Blum et al, en el que se incluyeron pacientes con enfermedad coronaria establecida, no 
se observó ninguna mejoría en la vasodilatación dependiente del endotelio ni en el flujo 
sanguíneo vascular en comparación con el grupo al que se le había administrado 
placebo (192). Estos datos contradictorios quedarían medianamente explicados gracias a 
la "paradoja de la L-arginina" que, como ya hemos apuntado, será explicada 
convenientemente en apartados posteriores. Lo que queda bastante claro es que la L-
arginina desempeña sus efectos beneficiosos gracias al aumento de los niveles 
vasculares de NO a través de su regulación de la vía GMPc-NO en las células del 
endotelio y del miocardio.  
 
1.3.2.2.3. Mecanismos transcripcionales y postranscripcionales reguladores de 
la actividad de la NOS 
 Además de los mecanismos postraslacionales que regulan la actividad de la 
NOS, existen diversos mecanismos transcripcionales y postranscripcionales que afectan 
la actividad de la enzima. En este sentido, uno de los principales mecanismos de 
regulación de la actividad de la enzima NOS3 es la fosforilación. Según Fleming et al, 
esta fosforilación está desempeñada por numerosas enzimas quinasas y está 
condicionada por la biodisponibilidad de numerosos cofactores y sustratos. En este 
sentido, tanto la fosforilación de la NOS como su localización subcelular desempeñan 
en conjunto un importante mecanismo de regulación de la producción de NO. De esta 
manera, podemos mencionar estudios previos, entre ellos el desarrollado por Boo et al 
en el que emplearon mutantes diseñados con la enzima dirigida a localizaciones 
subcelulares específicas o con una fosforilación específica en Ser 1177. Los mutantes 
con NOS3 dirigida a la membrana plasmática y al aparato de Golgi presentaban una 
mayor producción de NO frente a los mutantes con NO localizada en el citosol por 
deficiencia de miristoilación. Del mismo modo, los mutantes que imitaban la 




estudios se ha demostrado que la serina / treonina proteína quinasa Akt / PKB media la 
activación de la eNOS, hecho que aumenta la producción de NO (172). De esta forma, 
comprobaron que la inhibición de la vía de la fosfatidilinositol-3-OH quinasa / Akt o 
una mutación del sitio de unión de Akt en la enzima eNOS (en la serina 1177) atenuaba 
la fosforilación de serina, previniendo la consecuente activación de la eNOS. En este 
mismo estudio, Dimmeler et al, comprobaron que imitando la fosforilación de la Ser 
1177 se mejoraba directamente la actividad enzimática y se alteraba la sensibilidad de la 
enzima a Ca2+, lo que hacía que su actividad máxima se alcanzase a concentraciones 
sub-fisiológicas de Ca2+. Por lo tanto, la fosforilación de la eNOS por Akt representaría 
un importante mecanismo de regulación Ca2+-independiente para la activación de la 
eNOS.  
  
Ya ha quedado claro en este trabajo de tesis doctoral que el NO derivado del 
endotelio desempeña un papel fundamental en el mantenimiento de la integridad del 
endotelio vascular. Pero además, el NO también está implicado en el proceso de 
angiogénesis promovido por el VEGF, hecho demostrado en ensayos in vitro e in vivo 
(193-195). Por ende, para la migración de las células endoteliales promovida por el 
VEGF se necesita la activación de la NOS3 por fosforilación en el residuo Ser 1777 
mediada por la enzima Akt. A su vez, otros estudios anteriores han sugerido que la 
estimulación con VEGF produce un aumento de los niveles intracelulares de Ca2+ (196), 
lo que desencadena la síntesis de NO dependiente de la unión de Ca2+ a calmodulina, a 
pesar de que la activación de la NOS por esta vía sólo dura un corto período de tiempo.  
 
 1.3.2.2.4. Efecto regulador de los inhibidores endógenos de la síntesis de NO 
 Por otra parte, hay que señalar el efecto regulador de los inhibidores endógenos 
de la síntesis de NO, el cual se suma al ejercido como consecuencia de la mayor o 
menor biodisponibilidad de cofactores necesarios para el correcto funcionamiento de la 
enzima NOS. Estos agentes se describen en el apartado 1.3.4 de esta tesis doctoral. 
 
1.3.3. EL ÓXIDO NÍTRICO Y LA PLAQUETA 
 
En el año 1987 se demostró que al estimular con bradiquinina células 
endoteliales en cultivo, la cantidad de NO que se liberaba era suficiente para inhibir la 




pulmonares inhibe la agregación plaquetaria bajo condiciones de un flujo sanguíneo 
constante. Polamowska (198) y Adams et al (199) observaron que la agregación 
plaquetaria in vitro inducida por una gran variedad de agonistas era inhibida por la 
liberación de NO en cultivo fresco de células endoteliales. Este NO causaba también la 
desagregación del agregado plaquetario formado previamente. Por otro lado, estudios en 
diferentes animales han demostrado que la liberación basal de NO causada por la 
estimulación colinérgica y la sustancia P que inhibe la agregación plaquetaria, inducida 
por varios agentes agregantes como traumas endoteliales, incrementaba el tiempo de 
sangrado.  
 
1.3.3.1. Síntesis de NO por la plaqueta 
Por otro lado, hay recogidos diversos datos aportados por numerosos autores que 
han observado que las plaquetas, al igual las células endoteliales, también poseen la 
capacidad de generar NO, como ya se ha mencionado en el apartado anterior de este 
trabajo de tesis. Y es que, al igual que en el endotelio, en la plaqueta se ha demostrado 
la presencia de la isoenzima constitutiva NOS3 (200-203). Este NO derivado de la 
plaqueta está considerado como un potente regulador de la función plaquetaria. Por 
ende, la plaqueta es capaz de producir y liberar NO, habiéndose comprobado que la 
liberación basal de NO por las plaquetas in vitro y posiblemente in vivo, se encuentra 
alrededor de 20 nmol/L (204). La activación de NOS3 se inicia durante la adhesión de 
las plaquetas al colágeno de la pared del vaso sanguíneo y la agregación plaquetaria 
inducida por colágeno, ADP y ácido araquidónico (205-207). A pesar de que el 
mecanismo de esta activación no es del todo conocido, sí se afirma que el NO generado 
a partir de L-arginina durante dicha reacción se libera en relación con la magnitud de la 
activación plaquetaria. De esta manera, tanto el NO intraluminal que se libera desde el 
endotelio vascular como el que se libera desde la propia plaqueta, aumentan 
considerablemente los niveles de GMPc en el interior de las plaquetas humanas. Por 
ello, y en función de los datos recopilados durante los últimos años, se concluiría que la 
activación de la enzima NOS3, y la consecuente producción de NO sobre las plaquetas, 
inhibe su adhesión e induce su desagregación (208), hechos que concuerdan con lo 






Retrocediendo brevemente, hay que hacer un apunte bastante importante 
relacionado con la disfunción endotelial. Ésta puede conducir a la adhesión de plaquetas 
y glóbulos blancos a las paredes vasculares y producir hiperplasia de la íntima vascular. 
Si a estos sitios disfuncionales se adhieren las plaquetas, se produce contracción de la 
musculatura lisa del vaso por acción del TxA2 y la serotonina; este hecho estimula la 
proliferación y migración de células del músculo liso vascular por acción del PDGF. El 
NO y las prostaciclinas inhiben la adhesión plaquetaria, así como la acción de la MCP-1 
y la adhesión de monocitos. El GMPc inhibe la fosfolipasa C y A2 en las plaquetas, lo 
que regula la función de algunos receptores de plaquetas tales como el receptor del 
fibrinógeno IIb/IIIa y P-selectinas.  
 
1.3.4. EL PAPEL DE LOS INHIBIDORES DE LA NOS 
 
 1.3.4.1. Efecto modulador endógeno de los inhibidores de la NOS 
 Los inhibidores endógenos de la enzima NOS ejercen un poderoso efecto 
modulador de su actividad. Sin embargo, la disfunción de la vía endotelial de la L-
arginina-NO constituye un mecanismo muy común mediante el cual muchos factores de 
riesgo cardiovascular (hipercolesterolemia, hipertensión, tabaquismo, diabetes mellitus, 
homocisteinemia, inflamación vascular) ejercen sus efectos deletéreos en la pared 
vascular (209-214). En este sentido, puede existir una sobreproducción de estos 
inhibidores de NOS asociada a ciertas situaciones patológicas, hecho que puede 
contribuir a una reducción en la síntesis de NO y el consecuente desequilibrio en la vía 
endotelial L-arginina-NO. 
 
 1.3.4.2. La dimetilarginina asimétrica: acción y metabolismo 
Como ya se ha comentado en ocasiones anteriores, entre todos estos inhibidores 
de la síntesis de NO se encuentra el ADMA. Se trata de un inhibidor endógeno de la 
enzima NOS descrito por primera vez por Vallance et al en 1992 (215) y tiene una serie 
de propiedades que merece la pena destacar. El ADMA tiene propiedades similares al 
L-NMMA y se sintetiza en las células endoteliales a partir de arginina que es 
metabolizada a citrulina antes de su excreción a través de la orina (Figura 18). 
La actividad inhibitoria de la síntesis de NO que posee el ADMA se ha podido 
demostrar a través de diversos estudios experimentales. Por una parte, se han 




incubados in vitro, en concentraciones que oscilan entre los 3 y 15 μmol/L (215-218). 
Además, mediante el cultivo de macrófagos murinos también se ha podido confirmar 
que el ADMA es capaz de inhibir la producción vascular de NO de manera dependiente 
de concentración (219,220). En este sentido, el grupo de Böger et al determinó que el 
ADMA era capaz de producir una inhibición tanto a nivel endotelial como neuronal de 
la actividad de la enzima NOS mediante un mismo modo dependiente de concentración. 
El ADMA se metaboliza por acción de la enzima DDAH en las células 
endoteliales vasculares humanas dando lugar a L-citrulina. Se han identificado dos 
isoformas de esta enzima, DDAH I y II, con un diferente patrón de expresión en función 
del tipo de tejido en el que se encuentren. Por una parte, DDAH I está presente en 
algunos tejidos que también expresan NOS neuronal, mientras que DDAH II se 
encuentra principalmente en tejidos vasculares que coexpresan NOS3, es decir, la 
isoforma endotelial (221). La actividad DDAH se reduce por el estrés oxidativo 
inducido por TNF-α o LDL oxidada in vitro (222) y, además, se modula a través de un 
mecanismo de S-nitrosilación (223).  
Se ha demostrado que la inhibición de la DDAH provoca una elevación de los 
niveles de ADMA y es capaz de causar una vasoconstricción de anillos arteriales 
aislados in vitro (213). Por otra parte, la inhibición de la actividad de la DDAH 
desencadena el incremento de la generación de radical superóxido endotelial (224). En 
este sentido, en estudios previos se ha podido demostrar que ratones DDAH 
transgénicos presentan altos niveles de producción sistémica de NO, menor presión 
sanguínea sistémica y resistencia vascular periférica disminuida (225). A su vez, en 
humanos, la infusión intraarterial de ADMA en la arteria braquial disminuye de manera 
significativa el flujo de sangre en el antebrazo (226), aunque las concentraciones 
alcanzadas en la circulación local exceden de lejos a aquellas concentraciones de 
ADMA que pueden medirse en pacientes. Si se toman juntos los resultados de otros 
estudios realizados (227,228), se puede corroborar la evidencia de que, como ya se ha 
mencionado, el ADMA modula la actividad de la enzima NOS3 dentro de un rango de 
concentración encontrado en pacientes que sufren enfermedad vascular. Pero es que, por 
otra parte, esta evidencia sugiere que incluso las pequeñas modificaciones que se 
puedan producir en los niveles de ADMA pueden afectar de forma significativa la 
producción de NO y, por ende, el tono vascular y la resistencia vascular sistémica. En 









Figura 18. La dimetilarginina asimétrica (ADMA) se sintetiza a partir de L-arginina por acción de la 
proteína metilasa I y es metabolizada posteriormente por acción de la dimetilarginina dimetilaminohidrolasa (DDAH) 





1.3.4.3. Mecanismos reguladores de la concentración plasmática de ADMA 
Existen mecanismos reguladores de la concentración de ADMA, siendo esta 
molécula liberada cuando determinadas proteínas metiladas son degradadas en sus 
componentes aminoacídicos durante el recambio proteolítico (229). La metilación de la 
arginina es un mecanismo ubicuo de modificación proteica post-traslacional que ocurre 
en la mayoría de tipos celulares, debido a la actividad de metiltransferasas específicas 
(230). Sin embargo, no existen evidencias de que la L-arginina libre pueda ser metilada 
por la acción de estas enzimas. Una vez el ADMA es liberado como consecuencia de la 
degradación de proteínas, su eliminación del cuerpo se lleva a cabo o bien por vía renal 
o bien por inactivación enzimática, y aunque el aclaramiento renal era el primer 
mecanismo del que se informó para esta eliminación, la degradación del ADMA por vía 
enzimática por DDAH también es un mecanismo con extrema relevancia, el cual a ido 








Para finalizar esta introducción tenemos que hacer caso de los resultados 
obtenidos en estudios previos, a través de los que se ha llegado a una conclusión: la 
aspirina, además de en los leucocitos y en las células endoteliales, también estimula la 
actividad de la enzima NOS3 en las plaquetas, produciendo un incremento en la 
producción de NO y favoreciendo los efectos antiplaquetarios del fármaco. Teniendo en 
cuenta todos estos antecedentes, una pregunta que queda por responder es si la 
producción de NO por las plaquetas puede estar asociada con la respuesta de éstas a 
aspirina. En este punto, sería aún más interesante formular una nueva cuestión: ¿La 
diferente respuesta de las plaquetas a un fármaco como la aspirina puede estar asociada 
a la diferente capacidad de las mismas para producir NO? Estas dos preguntas son el 
motivo fundamental de este trabajo de tesis doctoral.  
 
En este sentido, el conocimiento de la regulación normal de la función 
plaquetaria puede permitir el establecimiento de nuevos mecanismos según los cuales la 
actividad plaquetaria en los vasos sanguíneos enfermos puede ser controlada y reducir 
así el riesgo de aterosclerosis. Al examinar los procesos de señalización y comprender 
los mecanismos moleculares de interacción entre plaquetas, sería posible identificar 
moléculas o grupos de moléculas que serían potenciales objetivos para el tratamiento 
terapéutico o para ser utilizados como biomarcadores. En esta tesis doctoral intentamos 
abrir un nuevo mecanismo asociado al síndrome de resistencia a aspirina, introduciendo 
nuevos datos moleculares relacionados con esta condición. En este sentido, con los 
resultados de esta tesis se establece una relación entre las plaquetas sensibles y 




















Como ya se ha explicado en la introducción de esta tesis doctoral, existe todo un 
conocimiento alrededor del efecto antiplaquetario que posee la aspirina inhibiendo la 
producción de TxA2 y la respuesta insuficiente que poseen las plaquetas de algunos 
pacientes frente a la acción de este fármaco. Además, está bien reconocido que el efecto 
antiplaquetario de aspirina no puede únicamente explicarse a través de su habilidad para 
inhibir la síntesis de TxA2 sino que tienen que existir otros mecanismos. Entre estos 
mecanismos se demostró hace unos años que el NO tiene un papel relevante. La 
plaqueta es una célula que contiene la maquinaria energética necesaria para generar NO 
ya que expresa la enzima NOS de tipo endotelial o según la nomenclatura, NOS3. 
No todos los pacientes sometidos a tratamiento con aspirina se benefician por 
igual de este fármaco. Es también conocido que casi un 20 % de los pacientes que 
toman aspirina presentan plaquetas que no son inhibidas por ella. Incluso, si los 
pacientes son diabéticos, este porcentaje crece hasta casi un 40 %. 
Existen muchos mecanismos que han intentado explicar por qué las plaquetas de 
algunos pacientes no son suficientemente inhibidas por aspirina. Entre estos 
mecanismos destacan desde el cumplimiento del tratamiento hasta factores genéticos o 
la existencia de moléculas circulantes que impiden la acción de aspirina sobre las 
plaquetas. Sin embargo, en esta tesis hipotetizamos que entre estos mecanismos podría 
encontrarse una incapacidad en la producción de NO por parte de las plaquetas 







Los objetivos de esta tesis fueron: 
 
1. Analizar si las plaquetas resistentes a aspirina tienen una capacidad diferente de 
generar NO con respecto a plaquetas sensibles. 
2. Determinar si el nivel de expresión de NOS3 es diferente en las plaquetas 
sensibles y resistentes a aspirina. 
3. Determinar si existe una causa genética que explique una diferente expresión de 
NOS3 en las plaquetas sensibles y resistentes a aspirina. 
4. Determinar si podría existir una diferente capacidad de fosforilación de la NOS3 
en las plaquetas sensibles y resistentes a aspirina. 
5. Analizar si la estimulación in vitro de las plaquetas es diferente si estas son 
sensibles y resistentes a aspirina y su posible asociación con su capacidad de 
generar NO. 
6. Determinar si la estimulación in vitro de plaquetas sensibles y resistentes a 
aspirina induce una diferente fosforilación en la NOS3 y si este fenómeno se 





















4.1. INCLUSIÓN DE PACIENTES 
Para realizar el estudio, se incluyeron 50 pacientes con isquemia coronaria 
establecida, los cuales fueron reclutados. Los pacientes estaban sometidos a tratamiento 
con 100 mg de aspirina desde al menos 9 meses antes y no tenían otro tratamiento 
antiplaquetario ni antiinflamatorio. Estos pacientes fueron clasificados en dos grupos, 
un grupo resistente a aspirina (n=24) y por otra, un grupo sensible a aspirina (n=26). La 
resistencia a aspirina se evaluó basándose en la funcionalidad plaquetaria de acuerdo 
con el test PFA-100. La ocurrencia de un evento cardiovascular agudo al menos durante 
los nueve meses previos se consideró como criterio de exclusión. Por otro lado, como 
hemos señalado, también se excluyó a aquellos pacientes que estuviesen bajo 
tratamiento con otros fármacos antitrombóticos o con antiinflamatorios no esteroideos 
durante los treinta días previos a la inclusión, o bajo terapia de nitratos. Otros criterios 
de exclusión de los pacientes fueron: la existencia de trombocitopenia, anemia o unos 
niveles plasmáticos de creatinina iguales o superiores a 2mg/dL. 
 
4.2. OBTENCIÓN DE LAS MUESTRAS 
Las muestras de sangre se obtuvieron por venopunción antecubital en tubos con 
citrato, por la mañana, de 2 a 4 horas después de la toma de la dosis de aspirina. Se 
descartaron los 3 o 4 mL iniciales de sangre, con el objetivo de reducir la activación 
plaquetaria espontánea (Figura 19). Además, se recogieron 5 mL adicionales de sangre 
en tubos con EDTA para el aislamiento tanto de plasma como de glóbulos blancos 
sanguíneos. 
 
Figura 19. Tubos de citrato para la  





El estudio que ha dado lugar a esta tesis doctoral se desarrolló de acuerdo con la 
Declaración de Helsinki. La Declaración establece unos principios básicos, tanto 
el respeto por el individuo (Artículo 8) como su derecho a la autodeterminación y el 
derecho a tomar decisiones informadas (consentimiento informado) (Artículos 20, 21 y 
22). En este sentido, se incluye también la participación del propio paciente en la 
investigación, tanto al inicio como durante el curso de la misma. Por ende, el deber del 
investigador solo es hacia el paciente (Artículos 2, 3 y 10) o el voluntario (Artículos 16 
y 18) y, mientras exista necesidad de llevar a cabo una investigación (Artículo 6), el 
bienestar del sujeto ha de ser dominante sobre los intereses de la ciencia o de la 
sociedad (Artículo 5). Las consideraciones éticas deben venir siempre del análisis 
precedente de las leyes y regulaciones (Artículo 9). En este sentido, todos los pacientes 
incluidos dieron su consentimiento para formar parte del estudio. Por otro lado, el 
estudio fue aprobado además por el Comité Local de Ética del Hospital Clínico San 
Carlos de Madrid. 
 
4.3. IDENTIFICACIÓN DE LA RESISTENCIA A ASPIRINA 
 Como ya se ha mencionado con anterioridad, los pacientes resistentes a aspirina 
se identificaron mediante la utilización del ensayo PFA-100 (Dade Behring W. 
Sacramento, USA). Este test se ha usado para predecir la recurrencia clínica en 
pacientes con tratamiento con aspirina (231). Este sistema emplea cartuchos con 
membrana recubierta de colágeno infundida con 10 µg de epinefrina (232,145). La 
sangre que previamente se ha obtenido en los tubos con citrato es aspirada a través de 
una aguja que la somete a unas elevadas condiciones de flujo (5000 a 6000 s-1) a través 
de una pequeña apertura de 150 µm presente en la membrana de cada uno de estos 
cartuchos. Por tanto, al infundir la sangre en el cartucho se produce una oclusión del 
poro, que transcurre en el denominado TC. En este sentido, este TC es un indicador de 
la función plaquetaria en la muestra de sangre total obtenida. De acuerdo con las 
especificaciones ofrecidas por el fabricante, un rango de 94 a 103 segundos con 
cartuchos de epinefrina define la presencia de plaquetas resistentes a aspirina (233,151). 
En las plaquetas sensibles a aspirina el TC es mayor. Una vez transcurridos 300 




Es importante señalar que, como se ha podido ver en otros estudios (232,145), 
para descartar el efecto de no adherencia al tratamiento en la falta de respuesta de las 
plaquetas a aspirina, el test PFA-100 se realizó en el momento de la inclusión y una 
hora después de que el paciente recibiese una dosis adicional de 100 mg de aspirina. Por 
esta razón, sólo aquellos pacientes que mostraron un TC similar en ambas mediciones 
se consideraron para el estudio.  
 
4.4 AISLAMIENTO DE PLAQUETAS Y EVALUACIÓN DE LA PUREZA 
Las muestras de sangre total obtenidas en tubos de citrato se centrifugaron a 
1000 rpm durante 15 minutos a una temperatura establecida de 20º C.  El PRP obtenido 
tras la centrifugación fue recuperado y dividido en alícuotas que contenían 1,25x108 
plaquetas. El volumen final fue posteriormente ajustado a 500 µL con medio RPMI-
1640 sin rojo fenol. Las plaquetas fueron entonces incubadas a 37º C durante 20 
minutos con agitación continua mediante barra magnética a 1000 rpm. Tras la 
incubación, se centrifugaron los PRPs a 2500 rpm a 4º C, lo que permitió obtener y 
separar un sobrenadante y un pellet de plaquetas. Hasta la realización de las 
determinaciones bioquímicas y de biología molecular, sobrenadantes y pellets 
permanecieron almacenados y congelados a -80º C. 
La pureza de las plaquetas en las muestras de PRP fue evaluada mediante 
ensayos de citometría de flujo. Para este propósito, el PRP fue incubado con anticuerpos 
monoclonales conjugados con isotiocianato de fluoresceína dirigidos contra CD61 (130-
081-501, Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA), CD45 (5450-PE100T, BioCytex, 
Marseille, France) y CD235-A (340947, Becton-Dickinson, San Jose, CA, USA), que 
identifican plaquetas, leucocitos y eritrocitos, respectivamente. Las muestras fueron 
analizadas en un citómetro de flujo (FACSCalibur, Becton-Dickinson, San Jose, CA, 
USA). 
 
4.5. NITRITOS Y NITRATOS LIBERADOS DESDE LA PLAQUETA 
Una de las determinaciones bioquímicas a las que se sometieron las muestras fue 




plaqueta al medio RMPI 1640 sin rojo fenol en el que fueron previamente incubadas. 
Por esta razón, la medida se realizó en los sobrenadantes plaquetarios que se habían 
obtenido y almacenado. Para ello se utilizó un ensayo colorimétrico (78001, Cayman 
Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. 
Este ensayo tenía una sensibilidad de 2,5 μmol/L y, a su vez, los coeficientes de 
variación intra e inter-ensayo eran 2,7 y 3,7%, respectivamente. 
 
4.6. DETERMINACIÓN DE LOS NIVELES DE EXPRESIÓN DE NOS2, NOS3 Y 
NOS3 FOSFORILADA EN SERINA 1177 MEDIANTE WESTERN-BLOT. 
La cantidad de enzimas NOS2 y NOS3, así como la fosforilación en el residuo 
Ser 1177 de la NOS3, se determinó mediante Western blot. Para este propósito, las 
plaquetas fueron inicialmente homogenizadas en un buffer que contenía Tris/HCl 25 
mM con un pH de 7,8, sacarosa 0,25 M y EDTA 1 mM, todo ello solubilizado en un 
tampón Laemmli que contiene 2-mercaptoethanol. A continuación, las proteínas 
obtenidas de esta forma se cargaron en varios geles al 10% de poliacrilamida en 
presencia de SDS para crear unas condiciones desnaturalizantes. La cantidad de proteína 
plaquetaria total que se cargó en el gel para su separación electroforética fue de 20 μg, 
valor que se estimó mediante el reactivo BCA (Pierce), método basado en una 
modificación del método de Lowry: Pierce, Rockford, IL, USA; Pierce, Illinois). De 
forma paralela, se cargaron geles que servirían para la determinación del nivel de 
expresión de la proteína β-actina, utilizada como control de carga. 
Una vez hubo finalizado la electroforesis, las proteínas separadas en los distintos 
geles de poliacrilamida se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Immobilion-P; 
Millipore) que tiempo después fueron bloqueadas con una solución de albúmina al 5% 
en tampón PBS-Tween, manteniéndose así durante toda la noche a 4º C. Transcurrido el 
tiempo de bloqueo, se procedió a la incubación de estas membranas con anticuerpos 
monoclonales dirigidos contra la enzima NOS3 (sc-653, Santa Cruz Biotechnology, Inc. 
Santa Cruz, CA, USA, dilución 1:500), NOS2 (sc-8310, Santa Cruz Biotechnology, 
USA, dilución 1:1500), la forma fosforilada NOS3-Ser 1177 (804-396C100 Alexis 
Biochemical, California USA, dilución 1:1000) y β-actina (A-5441, Sigma-Aldrich, St. 




Tras las incubaciones de las membranas de nitrocelulosa con sus anticuerpos 
correspondientes, se procedió al revelado con los anticuerpos secundarios conjugados 
con peroxidasa de rábano. En este sentido, los anticuerpos secundarios utilizados fueron 
los siguientes: anti-conejo IgG (1:2500 para NOS3 y NOS2) y anti-ratón IgG (1:1500 
para NOS3 Ser 1177 y 1:7500 para β-actina). La existencia de señal de expresión 
proteica se reveló mediante el empleo de reactivos potenciadores de luminiscencia 
(ECL; GE Healthcare, Little Chalfont Buckinghamshire, UK) y fue detectada mediante 
un equipo transiluminador (Gel Logic 440 Imagin System, Kodak, USA). Tras el 
revelado y detección, la expresión de las proteínas fue cuantificada a través de un 
análisis por densitometría (Quantity One Software, Bio-Rad). Para determinar el peso 
molecular de las proteínas en estudio se utilizaron proteínas marcadas.  
 
4.7. DETERMINACIÓN DE LA ALTERACIÓN GENÉTICA T-786 → C EN EL 
GEN NOS3 
Se extrajo el ADN genómico de las células blancas de los sujetos sometidos a 
estudio, siguiendo una técnica de rutina que empleamos a diario en nuestro laboratorio 
(234). La región 5´-flanqueante del gen NOS3 fue amplificada mediante PCR. La 
secuencia de los cebadores que se emplearon para el desarrollo de esta reacción fue: 
delantero: 5´-GTGTACCCCACTCGCATTTC-3´; reverso: 5´- 
GGGACACAAAAGAGCAGGAA-3’. Esta PCR se realizó bajo unas condiciones 
específicas: una desnaturalización inicial a 95ºC durante 5 minutos seguida de 40 ciclos 
de desnaturalización de 30 segundos a 95ºC, un anillamiento de 1 minuto a 52ºC y una 
extensión de 1 minuto a 72ºC. Terminada la PCR, los productos se purificaron 
utilizando un kit comercial (Ultra Clean PCR Clean-up ADN purification kit, Carlsbad, 
CA) y se secuenciaron con química Big-Dye terminator en ambas direcciones de la 
secuencia utilizando un secuenciador ABI PRISM 310 Automatic ADN (Applied 







4.8. DETERMINACIÓN DE LOS NIVELES DE ADMA EN EL PLASMA DE 
LOS SUJETOS INCLUIDOS 
 Los niveles de ADMA en el plasma se determinaron utilizando un kit comercial 
ELISA (Diagnostika GMBH, Hamburg Germany) siguiendo punto por punto las 
recomendaciones del fabricante. Este ensayo tiene una sensibilidad de 0,05 µmol/L. Los 
coeficientes de variación inter e intraensayo eran de 9,4 % y 6,0 %, respectivamente. 
 
4.9. INDUCCIÓN IN VITRO DE LA AGREGACIÓN PLAQUETARIA EN 
RESPUESTA A COLÁGENO 
El PRP fue obtenido de un subgrupo nuevo adicional de pacientes sensibles 
(n=10) y resistentes (n=10) a aspirina. El PRP fue sometido a agregación in vitro  
inducida por colágeno, un agente inductor de la agregación plaquetaria inhibible por 
aspirina. La agregación plaquetaria se registró gracias a un lumiagregómetro 
(Aggrecorder, dos canales). El PPP se utilizó como control de transmisión del 100% de 
luz. El volumen de PRP, conteniendo 1,25 X 108 plaquetas, se ajustó a 600 µL con PPP 
y se incubó en el agregómetro a 37ºC durante 20 min con agitación continua mediante 
imán (1000 rpm). Después de este tiempo, se retiró una alícuota (100 µL) para 
determinar la concentración de nitrito+nitrato. Esta alícuota se centrifugó a 2500 rpm 
durante 10 min a 4ºC. Posteriormente, se congelaron separados los sobrenadantes y los 
pellet a -80ºC. 
Los 500 µL restantes de PRP se estimularon con unas concentraciones 
submáximas de colágeno (0.5, 1.5 and 3.5 µg/mL) de forma acumulativa durante 20 
minutos. Estas concentraciones fueron elegidas habiéndonos basado en una observación 
previa que mostraba ese diferente grado de cambio en la transmisión de la luz entre las 
plaquetas respondedoras a Aspirina y las no respondedoras (125). Después de la 
incubación con colágeno, el PRP recuperado se centrifugó a 2500 rpm durante 10 min a 
4º C y el sobrenadante y pellet se congelaron a -80º C con el fin de determinar el 






4.10. ANÁLISIS ESTADÍSTICO. 
Los valores aparecen expresados como la media ± EEM (Se utilizó un test de 
Mann-Whitney para poder comparar las variables continuas entre los dos grupos 
experimentales.  
La asociación ajustada entre los parámetros bioquímicos con la respuesta de la 
plaqueta a aspirina se analizó a través de un modelo de regresión logística condicional 
con la resistencia a aspirina como variable dependiente y el tratamiento con IECAs 
como covariable. 
Las correlaciones se realizaron mediante un análisis de Pearson. El análisis 
estadístico se ejecutó con el programa informático SPSS 15.0. Un valor p <0,05 fue 

























La tabla 2, que se muestra a continuación en esta tesis, resume las características 
clínicas de los pacientes con plaquetas resistentes y sensibles a aspirina. Sólo aquellos 
pacientes con valores extremos de TC para cada una de las dos condiciones de respuesta 
aspirina se incluyeron en el estudio. TC es el tiempo necesario para la oclusión de la 
apertura del poro en el cartucho de PFA-100 y es un indicador de la función plaquetaria. 
El límite superior del test PFA-100 es 300 segundos. Los resultados de las variables 
categóricas están representadas como el número de casos con respecto al total de 
pacientes incluidos dentro de cada grupo experimental. La edad se representa como la 
media ± EEM. Los pacientes de ambos grupos mostraban edades similares. Del mismo 
modo, la proporción de hombres y mujeres era similar, con la salvedad de que las dos 
únicas mujeres se incluyeron en el grupo resistente a aspirina. En este mismo sentido, se 
mantenían unas proporciones semejantes tanto en la condición de hipertensión como de 
hiperlipemia. Sin embargo, sí se observó que el mayor porcentaje de individuos 
diabéticos se hallaba en el grupo resistente. Los tratamientos farmacológicos 
concomitantes, entre los que se consideraron la aspirina, los β-bloqueantes, inhibidores 




Tabla 2. Características clínicas y tratamiento farmacológico de pacientes con 
plaquetas sensibles y resistentes a aspirina.  
Parámetro 
Sensibles a aspirina 
(n = 26) 
Resistentes  a aspirina 
(n = 24) 
Edad (años) 65,4± 1,9 68,7± 1,5 
Género (Hombre/mujer) 26/0 22/2 
Valores TC (s) > 300 124,8 ± 7,1 
Hipertensión n (%) 16 (61,5) 13 (54,1) 
Hiperlipemia n (%) 15 (57,7) 14 (58,3) 
Diabetes mellitus n (%) 6 (23,1) 9 (37,5) 
Tratamientos farmacológicos concomitantes   
Aspirina (%) 26 (100) 24 (100) 
β-bloqueantes (%) 18 (69,2) 18 (75,0) 
Inhibidores ECA n (%) 15 (57,7) 6 (25,0)* 
Estatinas (%) 26 (100) 24 (100) 
Diuréticos (%) 7 (26,9) 7 (29,1) 
 
Los pacientes con plaquetas resistentes y sensibles a aspirina mostraron una 
historia clínica de factores de riesgo cardiovascular similar. Sin embargo, sí se observa 
que un número mucho mayor de pacientes con plaquetas sensibles a aspirina estuvieron 
bajo tratamiento con IECAs en comparación con aquellos con plaquetas resistentes a 
aspirina. Otros tratamientos farmacológicos fueron similares entre los dos grupos 
experimentales (Tabla 2). 
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La pureza de las muestras de plaquetas se evaluó mediante un citómetro de flujo. La 
Figura 21 ilustra un análisis de citometría representativo según el tamaño y marcaje 
positivo de CD61+ (plaqueta marcada), CD45+ (leucocito marcado) y CD235-A+ 
(eritrocito marcado). Los eritrocitos y leucocitos constituían menos del 0,05% de la 




Figura 20. Análisis por citometría de flujo de plaquetas, leucocitos y eritrocitos en el PRP. A la izquierda, una 
gráfica representativa de citometría de flujo para detectar la población plaquetaria según tamaño y complejidad. A la 
derecha, gráficas representativas de citometría de flujo para detectar CD61, CD45 y CD235a en el PRP, marcadores 






5.1. PRODUCCIÓN DE NITRITOS + NITRATOS Y EXPRESIÓN DE NOS2 Y 
NOS3 EN LA PLAQUETA  
Se pudo observar que en los sobrenadantes procedentes de las plaquetas 
sensibles a las plaquetas, la cantidad detectada de nitrato+nitrito tenía una tendencia a 
ser mayor que en aquellos que procedían de plaquetas aspirina-sensibles. Sin embargo, 
esta tendencia no suponía una diferencia estadísticamente significativa (nitrito + nitrato 
en μmol/L: aspirina-sensible: 15,49±2,65, aspirina-resistente: 11,63±2,40; p=0,09). Este 
hallazgo no se veía modificado tras el ajuste estadístico para tratamiento con IECAs, 
puesto que el valor de p obtenido en el análisis estadístico fue de 0,315.  
Por otra parte, se encontró una expresión de proteína NOS3 significativamente 
mayor en las plaquetas sensibles a aspirina que en las plaquetas resistentes (Figura 21). 
La mayor expresión de NOS3 en las plaquetas aspirina-sensibles era independiente del 
tratamiento con IECAs puesto que la expresión de NOS3 permanecía mayor en las 
plaquetas sensibles a aspirina que en las resistentes cuando la expresión de NOS3 fue 
ajustada por el tratamiento con IECAs en el modelo de regresión lineal (p=0,049).  
El análisis de Pearson demostró una correlación negativa entre los niveles de 
expresión de la proteína NOS3 en las plaquetas y los valores de tiempo de coagulación 
en el ensayo PFA-100, obteniéndose un coeficiente de Pearson de -0,3 y un valor p de 
0,048.  
En las plaquetas, el nivel de expresión de la proteína NOS2 fue bastante débil y 
no se encontraron diferencias entre los dos grupos en estudio (Figura 21). La expresión 





Figura 21. Expresión de las proteínas NOS2 y NOS3 de las plaquetas de pacientes sensibles y resistentes a 
aspirina. Las barras del gráfico muestran el análisis densitométrico de todos los Western blots representados en 
unidades arbitrarias (U.A.). Los resultados son la media ± EEM. * p<0,05 con respecto a ASA-sensible. 
 
5.2. PRESENCIA DE LA ALTERACIÓN -786 (T-786 →C) EN EL GEN NOS3 
La secuenciación de nucleótidos en el gen NOS3 en la posición -786 reveló que 
la mayoría de los pacientes mostraban homocigosis para el alelo CC y no existían 
diferencias entre los pacientes con plaquetas sensibles y resistentes a aspirina (Tabla 3). 
Además, como puede apreciarse en los datos recogidos en la tabla 3, se registró un 
número similar de pacientes sensibles y resistentes a aspirina que mostraban alelos TT y 
TC en posición -786 en el gen NOS3 (Tabla 3). 
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Tabla 3. Secuencia nucleotídica en posición -786 en la región flanqueante 5´ del gen 
NOS3.  
 
Gen NOS3, mutación -780 T>C 
CC TC TT Total 
Plaquetas resistentes a aspirina 
(n=24) 
14 7 3 24 
Plaquetas sensibles a aspirina 
(n=26) 
14 7 5 26 
 
 
5.3. EL CONTENIDO PLAQUETARIO DE NOS3 FOSFORILADA EN EL 
RESIDUO Ser 1177   
Existen diferentes estudios que han demostrado la asociación existente entre la 
fosforilación en posición Ser 1177 de la NOS3 y la mayor actividad de esta enzima. En 
nuestro estudio, el contenido plaquetario de NOS3 fosforilada en el residuo Ser 1177 
fue significativamente mayor en las plaquetas sensibles a aspirina en comparación con 
las plaquetas resistentes (Figura 22). Este hecho también fue evidente cuando el 
contenido de NOS3 fosforilada en el residuo Ser 1177 se calculó como la relación con 
la cantidad total de NOS3 expresada en las plaquetas sensibles y resistentes a aspirina, 
respectivamente (Figura 22). Tras el ajuste por tratamiento con IECAs, el nivel de 
NOS3 Ser 1177 fue también significativamente mayor en las plaquetas sensibles a 
aspirina que en las resistentes a aspirina, obteniéndose un valor p = 0,04. 
El análisis de Pearson mostró una correlación positiva entre los valores del 
tiempo de coagulación (TC) en el ensayo PFA-100 y el contenido plaquetario de NOS3 




Figura 22.  Representación del contenido en NOS3 fosforilada en el residuo Ser 1177. 
 
5.4. NIVELES PLASMÁTICOS DE ADMA 
Se pudo ver que, en plasma, los niveles de ADMA, inhibidor de la síntesis de 
NO, no eran diferentes entre pacientes con plaquetas sensibles y resistentes a aspirina 
(ADMA en μmol/L: sensibles a aspirina: 0,28±0,02, resistentes a aspirina: 0,25± 0,02; 
pNS). La ausencia de diferencias en los niveles plasmáticos de ADMA también se 
mantenía al realizar el ajuste estadístico por tratamiento con IECAs, obteniéndose un 
valor p=0,456. Además, al realizarse el análisis de Pearson se demostró la falta de 
asociación entre los niveles plasmáticos de ADMA y los valores del tiempo de 
coagulación en el ensayo PFA-100, registrándose un coeficiente de Pearson de 0,086 
con un valor p=0,557. 
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5.5. CAMBIOS EN LA TRANSMISIÓN DE LUZ, LIBERACIÓN DE NITRATOS 
+ NITRITOS Y CONTENIDO DE NOS3 FOSFORILADA EN EL RESIDUO Ser 
1177 EN PLAQUETAS ESTIMULADAS POR COLÁGENO  
En la tabla 4 de esta tesis doctoral se recogen las características clínicas de un 
grupo adicional de pacientes que fueron reclutados. Estos pacientes tenían también 
isquemia coronaria establecida, los cuales fueron reclutados con posterioridad. Tras la 
obtención de plaquetas de estos pacientes, éstas se clasificaron mediante el test PFA-
100, ya mencionado en ocasiones anteriores, en sensibles a aspirina (n=10) y resistentes 
a aspirina (n=10). Los PRPs obtenidos de ambos grupos se estimularon in vitro con 
concentraciones crecientes de colágeno.  
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Tabla 4. Características clínicas y tratamiento farmacológico de pacientes sensibles y 
resistentes a aspirina bajo estimulación in vitro con colágeno.  
Parámetro 
Sensibles a aspirina 
(n=10) 
Resistentes a aspirina 
(n=10) 
Edad (años) 65,6± 1,5 69,1± 1,2 
Género (Hombre/mujer) 10/0 10/0 
Valores TC (s) > 300 109,3 ± 12,5 
Hipertensión (%) 6 (60,0) 4 (40,0) 
Hiperlipemia (%) 6 (60,0) 5 (50,0) 
Diabetes mellitus (%) 2 (20,0) 4 (40,0) 
Tratamiento farmacológico   
Aspirina (%) 10 (100) 10 (100) 
β-bloqueantes (%) 7  (70,0) 9  (90,0) 
IECAs (%) 6  (60,0) 3  (30,0) 
Estatinas (%) 10 (100) 10 (100) 
Diuréticos (%)                   1 (10,0) 2  (20,0) 
 
En este sentido, en las plaquetas sensibles a aspirina, la adición de cantidades 
crecientes de colágeno, de 0.5 hasta 3.5 µg/mL, no modificó el nivel de transmisión de 
luz en el agregómetro, lo que podría sugerir que no existió respuesta agregante por parte 




Tabla 5. Cambios en la transmisión de luz y liberación de nitrato+nitrito en plaquetas 
estimuladas por colágeno. Los resultados se representan como la media ± EEM. * 
P<0.05 con respecto al basal correspondiente. 
 




















0 10,91± 2,81* 11,85± 2,51* 14,11± 3,25* 11,80± 2,44   12,33± 2,89 
 
Sin embargo, en las plaquetas resistentes a aspirina, cantidades submáximas de 
colágeno redujeron la transmisión de la luz en el PRP, sugiriendo que las plaquetas 
resistentes a aspirina eran más sensibles a colágeno que las plaquetas sensibles (Tabla 
5).  
Como se había observado con anterioridad, en ausencia de colágeno, es decir, en 
condiciones basales, la cantidad de nitratos+nitritos liberados desde las plaquetas 
sensibles a aspirina no era diferente a la liberada por las plaquetas resistentes a aspirina 
(Tabla 5). Durante la estimulación con colágeno a la concentración de 3,5 µg/mL las 
plaquetas aspirina-sensibles liberaban cantidades significativamente mayores de 
nitratos+nitritos que las observadas antes de la adición de este agente estimulante de 
plaquetas (Tabla 5). Sin embargo, en las plaquetas resistentes a aspirina, la adición de 
colágeno fracasaba a la hora de modificar la liberación de nitratos+nitritos con respecto 
a las mediciones realizadas antes de la adición del mismo (Tabla 5).  
En las plaquetas sensibles a aspirina, el colágeno, a una concentración de 3,5 
µg/mL, aumentó de manera significativa (p=0,032) el contenido plaquetario de NOS3 
fosforilada en el residuo Ser 1177 al compararlo con las cantidades observadas antes de 
añadir colágeno (Figura 23). Sin embargo, como se puede apreciar en la Figura 23, en 
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las plaquetas resistentes a aspirina, el colágeno (3,5 µg/mL) aumentó sólo ligeramente 
el contenido plaquetario de NOS3 Ser 1177 fosforilada al compararlo con los niveles 
observados antes de la estimulación con colágeno y no se observaba que alcanzase 
significación estadística con respecto a la situación basal sin colágeno (p=0,568). 
 

























En nuestro conocimiento, el trabajo de esta tesis doctoral muestra por primera 
vez los diferentes hallazgos en relación a la capacidad de las plaquetas de generar NO 
en relación a su respuesta a aspirina. Por ello, antes de comenzar la discusión de los 
resultados, paso a identificar los hallazgos que he considerado más relevantes y que 
permitirán al lector seguir mejor el desarrollo de la discusión.  
1) Las plaquetas respondedoras a aspirina muestran cantidades mayores 
de proteína NOS3 que las resistentes a la acción de este fármaco.  
2) El contenido plaquetario de NOS3 fosforilada en el residuo Ser 1177, 
una forma activa de la enzima NOS3 humana, fue mayor en las plaquetas 
sensibles a aspirina que en las resistentes.  
3) El mayor contenido de NOS3 Ser 1177 se asocia positivamente con la 
respuesta funcional de las plaquetas a aspirina.  
4) En condiciones basales, las plaquetas sensibles y resistentes a aspirina 
producen cantidades similares de NO.  
5) Durante la estimulación in vitro con colágeno de las plaquetas 
sensibles a aspirina, la liberación de NO y el contenido de NOS3 Ser 1177 
fosforilada fue significativamente mayor que la observada en las plaquetas 
resistentes a aspirina tras estimulación con colágeno. 
6) El contenido aumentado de NOS3 Ser 1177 en las plaquetas sensibles 
a aspirina estimuladas por colágeno se relacionaba con la supresión de la 
respuesta agregante a colágeno.  
7) En las plaquetas resistentes a aspirina, se mantuvo la existencia de 
agregación plaquetaria en presencia de colágeno. 
8) Durante esta agregación por colágeno de las plaquetas resistentes a 
aspirina, ni la liberación de nitratos+nitritos ni el contenido plaquetario de NOS3 




6.1. Acción reguladora del NO sobre la actividad plaquetaria 
Un número elevado de estudios han demostrado que la aspirina estimula la 
producción de NO en diferentes tipos celulares, entre ellos, las plaquetas (85,170). Entre 
todos estos estudios destacarían especialmente las incubaciones de PRP con una dosis 
de 80 µg de aspirina realizadas por Chakrabort et al, quienes demostraron que la 
aspirina además de reducir la activación plaquetaria también estimulaba la producción 
simultánea de NO en las plaquetas como consecuencia de la síntesis de prostaglandinas. 
Por tanto, se describía que la inhibición de la síntesis de prostaglandinas por 
compuestos como el ibuprofeno o el ácido salicílico, o la propia aspirina, resultaba en la 
síntesis de NO por parte de las plaquetas (83,164). El papel del NO en el efecto 
antiplaquetario de la aspirina ya había sido previamente demostrado por nuestro grupo 
de investigación. En este sentido, demostramos como la aspirina estimula la producción 
de NO por los neutrófilos inhibiendo mediante el aumento de GMPc en la plaqueta la 
agregación de estas frente a estímulos como la epinefrina o la trombina. 
Como vimos en la introducción de esta tesis doctoral, la trombogénesis no solo 
se debe al sistema de la coagulación sanguínea y las plaquetas, sino que también existen 
otros elementos celulares del microentorno vascular que participaban activamente en la 
misma, entre ellos los neutrófilos. La existencia de una inactivación plaquetaria por 
acción de los neutrófilos ya se demostró en 1989 por Salvemini et al (235). Según estos 
autores, este efecto se debía a un mecanismo dependiente de NO y mediado por GMPc. 
Por el contrario a lo aquí establecido, el grupo de Del Maschio describió un efecto 
proactivante por parte de los neutrófilos. Según los hallazgos de López-Farré et al, se 
demostró que estos datos contradictorios se deberían, a la luz de los resultados 
obtenidos en sus experimentaciones, a la presencia o ausencia de aspirina en el medio 
de incubación de las plaquetas y a las relevantes diferencias en las condiciones de 
experimentación, entre ellas el lavado de plaquetas o PRP y la pre-estimulación de 
neutrófilos con citocalasina B. En este sentido, los resultados de Salvemini et al 
concordarían con los de López-Farré et al. 
 Como ya se ha mencionado con anterioridad, el NO sintetizado por las plaquetas 
desempeña un papel muy importante como regulador de la actividad plaquetaria puesto 
que es capaz de inhibir la agregación plaquetaria y el reclutamiento de plaquetas al 
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trombo en crecimiento (165,166). Es comprensible que al leer estas líneas nos hagamos 
varias preguntas que exigen respuesta, entre ellas: ¿De qué manera se relaciona el NO 
con la función de la plaqueta? ¿Cómo afecta funcionalmente a la plaqueta y al 
reclutamiento plaquetario? 
  
En primer lugar, se ha demostrado que existen otros agentes agregantes, como el 
ADP y el ácido araquidónico, que activan la síntesis de NO, puesto que la agregación 
plaquetaria inducida por estos agentes es también reducida por la L-arginina. Además, 
los inhibidores de la formación de NO, todos ellos antagonistas competitivos de la L-
arginina, como el L-NMMA, L-NAME y L-NIO (236-238) potencian la agregación 
inducida por estos agentes plaquetarios. Los inhibidores de la NOS son similarmente 
efectivos a la hora de potenciar la agregación inducida por ácido araquidónico y ADP 
pero menos que la trombina. Este perfil de agregación plaquetaria inducida por el NO 
endógeno se correlaciona bien con el efecto observado por el NO exógeno en la acción 
agregante de todos estos agentes, en orden de potencia, ácido araquidónico = ADP > 
trombina > A23187 (239). Estos resultados muestran que los agentes agregantes 
estimulan una vía común, la cual permite la síntesis de NO a partir de L-arginina. La 
estimulación plaquetaria con agentes agregantes resulta en un aumento de 100 veces 
mayor la concentración de Ca2+ citosólico (240). Puesto que la síntesis de NO es Ca2+-
dependiente, es probable que este fuerte incremento en la concentración de Ca2+ active 
la enzima y dispare la síntesis de NO.  
  
La formación de NO en las plaquetas se acompaña a su ves de la estimulación de 
la enzima guanilato ciclasa soluble y de un incremento intraplaquetario de los niveles de 
GMPc (172). Sin embargo, el incremento en los niveles de GMPc produce el secuestro 
de Ca2+ (241), reduciendo los niveles de Ca2+ libre para la agregación. La plaqueta 
contiene NOS3, como bien han demostrado numerosos estudios previos 
(165,166,242,243) y el NO producido inhibe la agregación de plaquetas mediante el 
aumento de los niveles de GMPc citoplasmático, contribuyendo de una manera 
importante a las propiedades antitrombogénicas de endotelio. En este sentido, Camilletti 
et al desarrollaron un estudio en el cual el objetivo fue investigar en las plaquetas la 
producción de NO los niveles citosólicos de Ca2+, tanto en pacientes con hipertensión 
esencial como en sujetos sanos. De esta manera, en el estudio se incluyeron 36 sujetos 
en los que se investigó la producción de NO (21 pacientes tenían hipertensión esencial y 
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15 sujetos eran normotensos). La actividad de la NOS se evaluó mediante la medición 
de los niveles de nitrito por la reacción de Griess en el sobrenadante de las plaquetas 
sometidas a ultrasonidos. Los niveles de Ca2+ citosólico se midieron en las plaquetas 
intactas utilizando la sonda fluorescente Fura 2-AM. Así, se encontraron mayores 
niveles de NO en las plaquetas de individuos normotensos en comparación con las 
plaquetas de pacientes hipertensos (p <0,0001). Del mismo modo, los niveles de NO en 
mujeres hipertensas fueron significativamente mayores que en los hombres hipertensos 
(P <0,001). Las mujeres y los hombres hipertensos tenían niveles más bajos de nitrito de 
que mujeres y hombres normotensos (p <0,001 y p <0,002, respectivamente). Por otro 
lado, se registraron mayores niveles citosólicos de Ca2+ en las plaqueta de pacientes 
hipertensos que en los normotensos (p <0,001).  
 
En base a otros estudios existentes en la literatura científica, se ha caracterizado 
que el NO derivado de la plaqueta está involucrado en el proceso de reclutamiento 
plaquetario. Siguiendo la trayectoria de los distintos estudios, actualmente se sugiere 
que los efectos del NO derivado de la plaqueta podrían ser más consistentes con 
regulación paracrina de la regulación plaquetaria, algo que concuerda con la existencia 
con el hallazgo de mayores niveles de selectina P sobre la superficie de las plaquetas de 
una población expuesta a niveles reducidos de NO derivado de la plaqueta. En este 
sentido, Freedman et al (166) desarrollaron un experimento en el que comparaban 
simultáneamente dos poblaciones diferentes de plaquetas para poder estudiar los efectos 
del NO derivado de la plaqueta sobre el reclutamiento plaquetario. En consonancia con 
otros estudios similares (244,245), la medida de la producción de NO en plaquetas 
activadas se correspondería con el efecto del aminoácido L-arginina y los inhibidores de 
la enzima NOS. La cantidad de NO producida por una plaqueta activada es superior a 5 
x 10-17 moles, aunque la producción de NO bajo la acción de diferentes agonistas podría 
variar dependiendo de las condiciones de concentración de Ca2+ como consecuencia de 
su movilización, ya que la producción de este gas es Ca2+-dependiente (245). Estudios 
previos (166) han concluido que la inhibición de la producción de NO derivado de la 
plaqueta incrementa la agregación plaquetaria y la secreción en una población de 
plaquetas susceptibles de ser reclutadas.  
 
En nuestros resultados, a pesar de que los niveles de expresión de enzima NOS3 
eran mayores en las plaquetas sensibles a aspirina que en las plaquetas resistentes a 
Discusión 
 91 
aspirina, la capacidad de las plaquetas sensibles a aspirina para producir NO, 
determinada como el contenido de nitratos + nitritos en los sobrenadantes plaquetarios, 
no era significativamente distinta con respecto a la de las plaquetas resistentes a 
aspirina. Esto sugiere que en condiciones de reposo, la capacidad de producir NO por 
las plaquetas sensibles a aspirina se atenúa. 
 
6.2. ¿A qué se debe la atenuación de la vía del NO en las plaquetas sensibles a 
aspirina en comparación con las plaquetas resistentes a aspirina? 
Como bien indica el título de este apartado, la primera cuestión que hay que 
comentar sobre los resultados obtenidos en este trabajo de tesis es, ¿por qué la actividad 
del NO parece estar atenuada en las plaquetas sensibles a aspirina por comparación 
frente a las resistentes a aspirina? Hay muchos factores involucrados en la regulación de 
la actividad de la enzima NOS3 y, entre ellos, se ha demostrado que el ADMA, del que 
ya hemos hablado previamente en la introducción de esta tesis doctoral, es un inhibidor 
endógeno de la actividad de esta enzima (168). En este sentido, la disfunción de la vía 
endotelial L-arginina-NO es un mecanismo común por el cual muchos factores de riesgo 
cardiovascular median sus efectos deletéreos en la pared vascular. Vallance et al (215) 
describieron primeramente el ADMA como un inhibidor endógeno de la enzima NOS 
en el endotelio favoreciendo la disfunción de este órgano. Y, como ya se ha descrito en 
el apartado de introducción de esta tesis doctoral, desde su descubrimiento en 1992, el 
papel de esta molécula en la regulación de la síntesis del NO endotelial ha ido 
despertando una atrayente atención. En el presente trabajo de tesis doctoral se 
observaron en plasma niveles similares de ADMA entre pacientes con plaquetas 
sensibles y resistentes a aspirina, lo que disminuye la posibilidad de que la diferente 
producción de NO entre plaquetas sensibles y resistentes a la aspirina se deba a la 
presencia de diferentes concentraciones de ADMA en el PRP. 
6.2.1. La paradoja de la L-arginina 
Ya hemos mencionado previamente en la introducción de esta tesis doctoral la 
acción que desempeña la L-arginina y los curiosos efectos contradictorios que muestra 
cuando se administra a mayores dosis durante un tiempo prolongado. Por tanto, la 
paradoja de la L-arginina se resume en lo siguiente: La suplementación con un exceso 
de L-arginina, más frecuentemente en el agua de bebida, reduce el empeoramiento en la 
vasodilatación dependiente del endotelio en ratones con hipercolesterolemia y 
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aterosclerosis (246-249). Además, la suplementación con L-arginina también 
incrementa la inhibición de la agregación plaquetaria dependiente del endotelio (250), 
inhibe la adhesión de los monocitos (251) y reduce la proliferación del músculo liso 
vascular (252). Por ende, estos hallazgos en estudios in vivo contrastan de una forma 
bastante marcada con otros experimentos en los que la adición de L-arginina a anillos 
arteriales aislados in vitro no afecta a la vasodilatación dependiente del endotelio (253). 
Según estudios previos, la evidencia experimentos in vitro con la enzima NOS3 clonada 
y purificada en un sistema libre de células con las concentraciones óptimas de todos los 
cofactores sugiere que la constante de Michaelis-Menten (Km) para esta encima es de 
aproximadamente 3 µmoles/L (254). Por el contrario, la concentración de L-arginina 
circulante en plasma tanto en individuos sanos como con enfermedad cardiovascular 
tiene un rango desde 40 a 10 µmol/L (255). En otras palabras, es del orden de 15 a 30 
veces mayor que la Km de la NOS3. Incluso en un estudio según el cual la 
concentración de L-arginina en plasma se veía reducida bajo condiciones de 
hipercolesterolemia, la concentración de L-arginina media era de 78 µmol/L, comparada 
con los 111 µmol/L en individuos control normocolesterolémicos (256). En este sentido, 
estos datos sugieren que bajo concentraciones fisiológicas de L-arginina, la enzima 
NOS3 debería estar saturada de sustrato, y la adición de L-arginina exógena no debería 
afectar la actividad de la enzima. Por estas razones, esta evidente discrepancia ha 
recibido el curioso nombre de "paradoja de la L-arginina" y, con el fin de explicar esto, 
el grupo de Böger et al planteó la hipótesis de que la presencia en plasma de un 
inhibidor competitivo de la NOS3 podría ser el responsable de esta paradoja (257), 
como ya hemos mencionado anteriormente. 
A pesar de todo el conocimiento existente acerca del ADMA, en nuestro estudio, 
niveles similares de ADMA fueron observados entre pacientes con plaquetas sensibles a 
aspirina y plaquetas resistentes a aspirina. Ello disminuye la posibilidad de que la 
producción de NO en plaquetas sensibles y resistentes a aspirina pueda estar relacionada 
con la presencia de niveles diferentes de ADMA. 
6.2.2. Acción reguladora del mecanismo de fosforilación de NOS3 
La fosforilación de NOS3 es otro factor importante de regulación de la actividad 
de la enzima. En el presente estudio, en las plaquetas sensibles a aspirina se encontraron 
cantidades mayores de NOS3 fosforilada en el residuo Ser 1177 que en las que eran 
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resistentes a la acción del fármaco. Además se observó una clara asociación positiva 
entre la respuesta plaquetaria a aspirina y el contenido de NOS3 fosforilada en Ser 1177 
en las plaquetas. 
Es un hecho bien conocido que cuando la proteína NOS3 se fosforila en el 
residuo Ser 1177, el flujo de electrones a través del dominio reductasa se ve reducido y, 
consecuentemente, también se reduce la producción de NO (258). En efecto, la 
activación de NOS3 en las plaquetas se ha relacionado con la fosforilación de NOS3 en 
el mencionado residuo Ser 1177.  Sin embargo, en nuestros experimentos, las plaquetas 
sensibles a aspirina, mostraron un mayor contenido de NOS3 fosforilada en la Ser 1177 
que las plaquetas resistentes, pero su aparente capacidad de producir NO no era 
significativamente diferente entre ellas. 
Teniendo en cuenta que la importancia de la fosforilación en la regulación de la 
actividad NOS3 está bien aceptada, hay que señalar la que se produce en el residuo Ser 
1177 de la enzima, siendo una de las mejor establecidas actualmente (259). En la 
plaqueta de hecho, es el centro de fosforilación Ser 1177 de NOS3 el único establecido 
e identificado unido a la mayor actividad de la enzima. A diferencia de esto, en las 
células endoteliales, en la NOS3 se han descrito otros sitios de fosforilación e incluso 
algunos de ellos asociados con la reducción de la actividad de la NOS3 (260). Por lo 
tanto, podría ocurrir también que en las plaquetas sensibles a aspirina otros sitios de 
fosforilación en la proteína NOS3 puedan contrarrestar la fosforilación en el residuo Ser 
1177 y, en última instancia, atenuar la actividad NOS3. Además, dado que una compleja 
variedad de proteínas y cofactores que interaccionan con NOS3 están involucrados en la 
regulación de la actividad de la enzima NOS3, con los presentes experimentos no se 
puede descartar que alguno de ellos estuviesen involucrados en la atenuación de la 
actividad de la NOS3 plaquetaria en las plaquetas sensibles a aspirina. Por tanto, se 
necesitan más trabajos experimentales específicos para obtener una clara respuesta a 
todos los interrogantes. 
6.3. Alteraciones genéticas en el gen NOS3: Mutación T-786→C en la región 
promotora del gen 
Se ha demostrado que la mutación T-786→C en el promotor del gen NOS3 
reducía la expresión de NOS3 (170). En relación a esto último, existe un estudio previo 
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desarrollado por Nakayama et al en el que se llevó a cabo la detección e identificación 
de posibles mutaciones y la secuenciación de la región 5' flanqueante del promotor del 
gen NOS3, realizándose para ello un análisis por PCR-SSCP en extractos de ADN 
obtenidos de 11 pacientes típicos con espasmo coronario así como 11 sujetos control. 
En 4 de los 11 pacientes con espasmo coronario, se descubrió la presencia de bandas 
variantes en los productos de PCR de los fragmentos F7, F9 y F14, pero no se 
encontraron bandas variantes en los 9 sujetos control. 
El mismo grupo secuenció posteriormente los fragmentos sustituidos y no 
sustituidos, identificando así 3 mutaciones puntuales: Una mutación T a C en la 
posición nucleotídica -786, una mutación A a G en posición -922, y una mutación T a A 
en posición -1468. Estos resultados fueron posteriormente confirmados mediante la 
secuenciación completa del gen NOS3 desde la posición -1533 a +44. La secuencia del 
gen de sujetos con bandas variantes fue virtualmente idéntico al de los sujetos control 
excepto por las tres substituciones descritas.  
A través del examen realizado en la relación entre estas mutaciones y el espasmo 
coronario, el grupo de Nakayama et al, buscó dichas mutaciones en 174 pacientes con 
espasmo coronario y en 161 sujetos control, comprobándose que estas mutaciones 
siempre aparecían vinculadas entre sí y con mayor frecuencia en los pacientes con 
espasmo coronario que en los sujetos control. El mismo grupo describió,  por una parte, 
un efecto supresor de la trascripción del gen NOS3, exclusivamente a través de la 
mutación T-786 → C y, por otra parte, que bajo condiciones de hipoxia se incrementaba 
la actividad del promotor del gen NOS3. Esta reducción en la trascripción del gen 
NOS3 se corresponde con la menor producción de NO en pacientes portadores de la 
mutación T-786 → C. En este sentido, gracias a estos estudios previos se ha podido 
sugerir con sumo acierto que la presencia de alelos mutantes del gen NOS3 reduce la 
producción endotelial de NO en las arterias coronarias, hecho que predispone a los 
pacientes para padecer espasmo coronario.  
En el estudio de esta tesis doctoral, más de las mitad de los pacientes con 
isquemia coronaria estable mostraban homocigosis para CC en -786 en la región 
flanqueante 5' del gen NOS3, lo que concuerda con los resultados obtenidos en trabajos 
previos que demostraban que la mutación T-786 → C en el promotor de NOS3 estaba 
asociado con isquemia coronaria estable y espasmo coronario (168). Sin embargo, la 
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distribución de alelos en el sitio -786 en el promotor de NOS3 no revelaba diferencias 
entre pacientes con plaquetas sensibles y resistentes a aspirina, descartándose esta 
alteración genética como contribuyente de la diferente expresión de NOS3 entre ellos.  
Además de estos factores genéticos, existen otros factores que pueden regular la 
expresión del gen NOS3. Entre ellos, existen factores inflamatorios que han demostrado 
su rol en la alteración de la expresión del gen NOS3 (261). Uno de estos factores podría 
ser la proteína C reactiva, un reactante de fase aguda que se considera un importante 
marcador de inflamación sistémica, ya que se ha encontrado elevado en pacientes con 
isquemia aguda, infarto de miocardio y angina inestable. La interrelación entre la 
proteína C reactiva y aspirina merece una consideración especial. Según Ridker et al, el 
efecto de aspirina en la prevención de un infarto de miocardio era mayor entre los 
hombres con unas concentraciones basales superiores y su beneficio se veía 
considerablemente reducido con concentraciones decrecientes de este marcador 
inflamatorio. Así, aunque los efectos antiplaquetarios de aspirina puedan ser 
modificados por la inflamación, se sugiere la posibilidad de que el beneficio de aspirina 
pueda deberse a sus efectos antiinflamatorios. Sin embargo, pese a estas observaciones, 
no está del todo claro que la resistencia a aspirina pueda estar asociada con la 
inflamación sistémica. En este sentido, aunque algunos trabajos han postulado una 
posible relación entre la inflamación y la respuesta plaquetaria a aspirina, entre los que 
se encuentra un estudio proteómico en plasma realizado por nuestro propio grupo (262). 
En este punto, es interesante recordar que los mecanismos relacionados con el NO 
pueden constituir un mecanismo de retroalimentación negativo regulador de la 
expresión del gen NOS3. Además, a título especulativo, la capacidad atenuada para 
producir NO por las plaquetas sensibles a aspirina puede producir por sí sola la 
expresión de NOS3 en las mismas. 
Con el presente diseño experimental no es posible descartar que la modulación de 
la expresión de la proteína NOS3 en las plaquetas pueda estar ocurriendo en las 
plaquetas maduras puesto que éstas contienen un número determinado de ARNs 
mensajeros. Sin embargo, también es posible que la distinta expresión de NOS3 pueda 
ser la consecuencia de la formación de diferentes tipos de plaquetas producidas a partir 
de los megacariocitos. De acuerdo con esto, nuestro grupo ha descrito que otras 
proteínas plaquetarias constitutivas, como aquellas relacionadas con el metabolismo 
energético, el estrés oxidativo y los procesos de supervivencia celular, muestran 
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también un diferente nivel de expresión en las plaquetas sensibles a aspirina con 
respecto a las plaquetas resistentes. De esta manera, se precisan más estudios que 
permitan analizar los mecanismos que promueven la mayor expresión de la proteína 
NOS3 en las plaquetas sensibles a aspirina. 
6.5. Diferente respuesta a aspirina de plaquetas resistentes y sensibles tras 
estimulación con colágeno 
Tal y como se ha mencionado anteriormente, los hallazgos presentados en esta 
tesis doctoral pueden antojarse algo complejos a la hora de explicar por qué la 
capacidad de producir NO por las plaquetas sensibles a aspirina no es significativamente 
diferente a la de las plaquetas resistentes, pese a que el mayor contenido en NOS3 
fosforilada en el residuo Ser 1177 se asocie positivamente con la respuesta funcional a 
aspirina por parte de la plaqueta. La pregunta que nos surgió entonces es si estas 
diferencias tendrían realmente su importancia cuando la plaqueta fuese activada. 
El colágeno es un conocido estimulador de la activación plaquetaria que, a su 
vez, es susceptible de ser inhibido por aspirina. El colágeno también promueve la 
síntesis de NO, seguramente para limitar la activación plaquetaria. Durante la 
estimulación con colágeno de las plaquetas sensibles a aspirina, la fosforilación en el 
residuo Ser 1177 de la enzima NOS3 se incrementó con respecto a aquellas plaquetas 
que se encontraban en reposo. Sin embargo, durante la estimulación con colágeno de 
plaquetas resistentes a aspirina, sólo se produjo un ligero incremento de los niveles de 
fosforilación de NOS3 en el residuo Ser 1177. Además, en respuesta a colágeno, las 
plaquetas resistentes a aspirina no producían tanta cantidad de nitratos+nitritos como las 
sensibles a aspirina. Por otro lado, las plaquetas sensibles a aspirina presentaban abolida 
su respuesta agregante a concentraciones submáximas de colágeno, mientras que las 
plaquetas resistentes a aspirina eran más sensibles a la activación por colágeno. De 
acuerdo con esto, trabajos previos han demostrado una respuesta más sensible a 
colágeno por las plaquetas resistentes que las sensibles a aspirina (125). 
En condiciones de reposo, el menor contenido de NOS3 fosforilada en el residuo 
Ser 1177 y el menor incremento observado después de la estimulación por colágeno en 
las plaquetas resistentes a aspirina podría estar en concordancia con la mayor 
susceptibilidad de las plaquetas de ser activadas. Además, estos hallazgos pueden 
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revelar la alteración de la producción de NO como un nuevo mecanismo que permita 
explicar la mayor susceptibilidad de las plaquetas resistentes a aspirina a ser activadas, 
lo que podría contribuir al riesgo aumentado de desarrollar episodios cardiovasculares 
relacionados con procesos trombóticos, hecho que ya ha sido asociado con la  
resistencia plaquetaria a aspirina (163). 
LIMITACIONES DEL ESTUDIO 
Evidentemente, es necesario hacer hincapié en una serie de consideraciones y 
limitaciones de los experimentos que han dado lugar a esta tesis. Al igual que en 
diferentes trabajos previos, la principal limitación del presente estudio podría ser la 
metodología empleada para clasificar los grupos sensibles y resistentes a aspirina. Sin 
embargo, el análisis PFA-100 ha sido extensamente empleado para determinar la 
respuesta plaquetaria a aspirina. En este sentido, diferentes meta-análisis han 
demostrado la asociación existente entre las plaquetas resistentes a aspirina con un 
mayor riesgo de sufrir episodios cardiovasculares empleando un dispositivo de análisis 
PFA-100. Sin embargo, los resultados aquí observados deberían estar asociados 
solamente con la clasificación de resistencia y sensibilidad a la aspirina  en relación con 
el test de PFA-100 como significado de clasificación de la respuesta plaquetaria a 
aspirina. Un paciente podría mostrar resistencia a aspirina debido a un reducido 
cumplimiento de la terapia con aspirina. De hecho, se sabe que hasta un 40 % de los 
pacientes con enfermedad cardiovascular no cumplen el tratamiento con aspirina (118). 
En este sentido, administramos una dosis adicional de aspirina para confirmar el 
resultado del ensayo PFA-100 y sólo se incluyeron en el estudio aquellos pacientes que 
mostraban un rango TC similar en respuesta a epinefrina en el momento de la inclusión 
y una hora después de la administración adicional de 100 mg de aspirina.  
Además, el tratamiento con IECAs podría ser considerado como un factor de 
confusión porque más pacientes con plaquetas sensibles a aspirina se encontraban bajo 
este tratamiento. Sin embargo, el efecto de los IECAs en los resultados aquí recogidos 
podría descartarse ya que el tratamiento con IECA se usó como covariable en el modelo 
de regresión lineal. 
Otro punto importante es la pureza de las plaquetas en el PRP. En este sentido, el 
contenido de plaquetas en el PRP podría estar contaminado con otras células presentes 
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en la sangre, sobre todo leucocitos y eritrocitos. De esta manera, según su trabajo, 
Gambaryan et al informaron sobre una falta de expresión de enzima NOS3 en las 
plaquetas humanas, sugiriendo que en otros estudios que demostraban la presencia de 
NOS3 en las plaquetas humanas, los hallazgos se debían a una potencial contaminación 
por eritrocitos y leucocitos (163). Sin embargo, otros autores también han sugerido que 
la contaminación de las preparaciones de plaquetas por otras células es irrelevante para 
contabilizar la actividad NOS plaquetaria puesto que en la mayor parte de los casos el 
NO era sintetizado por las muestras plaquetarias en respuesta a agonistas fisiológicos de 
la plaqueta, agonistas a los cuales ni los eritrocitos ni los leucocitos respondían. 
Además, diferentes grupos han demostrado que los eritrocitos humanos aunque 
contienen NOS3 carecen de actividad catalítica para producir NO. No obstante, los 
resultados obtenidos en los experimentos de citometría de flujo demostraron que la 
presencia de eritrocitos y leucocitos es muy baja y similar a aquella que nuestro mismo 
equipo había descrito previamente en otros artículos (263) al igual que otros autores 
(264) y que en ningún caso pueden justificar que los resultados aquí obtenidos sobre el 
NO y su relación con la respuesta plaquetaria a aspirina pudieran deberse a la presencia 
de estas otras células. 
Otro de los puntos principales que necesita aclaración en este estudio es 
probablemente que, bajo condiciones de reposo, las plaquetas sensibles y resistentes a 
aspirina liberaban cantidades similares de nitratos+nitritos mientras que la fosforilación 
de la enzima NOS3 en el residuo Ser 1177 fue significativamente mayor en las 
plaquetas sensibles a aspirina. Como se ha mencionado anteriormente, la actividad 
NOS3 está regulada por muchos cofactores y no sólo mediante fosforilación. Entre estos 
factores que regulan la fosforilación de la NOS3 se encuentra la localización celular de 
NOS3 en invaginaciones del plasmalema plaquetario, llamadas caveolas, donde NOS3 
interacciona con caveolinas atenuando la activación de la misma (263). A su vez, a 
título especulativo y basándonos principalmente en los resultados observados durante la 
estimulación por colágeno, es posible que en las plaquetas resistentes a aspirina el ciclo 
de activación de la enzima NOS3 pueda estar interrumpido en más de un paso, algo que 
sería más evidente durante la activación plaquetaria, siendo el ligero incremento en la 
fosforilación de NOS3 en Ser 1177 en las plaquetas resistentes después de la 





 Si bien existen diversos meta-análisis que han demostrado que los pacientes 
resistentes a aspirina presentan mayor riesgo de padecer eventos cardiovasculares 
importantes clínicamente adversos, no se conocen realmente muchos mecanismos 
moleculares implicados en el síndrome de resistencia a aspirina. Se han desarrollado 
numerosos estudios según los cuales se relacionaba la diferente respuesta funcional de 
la plaqueta a aspirina con la actividad de la enzima NOS.  
  
 En nuestro equipo de trabajo se han seguido estudiando los posibles mecanismos 
moleculares relacionados con la resistencia a aspirina, habiéndose realizado importantes 
hallazgos, entre ellos unos mayores niveles de tres isoformas de DBP en las plaquetas 
de pacientes resistentes a aspirina que reduce la capacidad de la aspirina de inhibir la 
síntesis de TxA2. También describimos como en el contenido de algunas proteínas 
asociadas al metabolismo energético y al estrés oxidativo, las plaquetas sensibles y 
resistentes son diferentes. Continuando esa línea de investigación, el presente estudio 
pone de manifiesto nuevos datos sobre los mecanismos moleculares que puedan estar 
potencialmente asociados al síndrome de resistencia a aspirina 
 
 En nuestro conocimiento, este es el primer estudio en el que se ha 
correlacionado la resistencia plaquetaria a aspirina con el contenido plaquetario de 
NOS3 fosforilada en Ser 1177, teniendo en cuenta que este mecanismo de fosforilación 
es uno de los principales en la regulación postranscripcional de la enzima NOS3 para la 
síntesis de NO. Una pregunta que nos podemos hacer pero a la que aún no le podemos 
dar respuesta es en qué momento del desarrollo de la plaqueta se comienzan a producir 
las diferencias moleculares aquí descubiertas entre plaquetas resistentes y sensibles a 
aspirina. ¿Existe además algún condicionante genético diferente de la mutación que 
nosotros hemos estudiado que pueda estar implicado de forma genética en esa diferente 
respuesta funcional a aspirina por la plaqueta de determinados individuos? ¿Se debería 
quizás a modificaciones en el desarrollo del megacariocito antes de la formación de la 
plaqueta? ¿Podría llegar a emplearse ese mayor contenido en NOS3 fosforilada en Ser 
1177 como un buen biomarcador de resistencia plaquetaria a aspirina o incluso como 




 Como final de esta tesis, en el gráfico siguiente se resumen las aportaciones 
nuevas al conocimiento de los mecanismos asociados a la resistencia plaquetaria a 




Figura 24. Reumen de los principales hallazgos de esta tesis doctoral. En presencia de colágeno, las plaquetas sensibles a aspirina aumentan el contenido de NOS3 fosforilada en Serina 1177, 
lo que se asocia a un aumento en la producción de NO y a la inhibición de la capacidad agregante plaquetaria por colágeno. Sin embargo, en las plaquetas resistentes a aspirina, el colágeno no 


























7. CONCLUSIONES DEL ESTUDIO  
Las conclusiones de este trabajo de tesis doctoral son: 
1. Las plaquetas sensibles a aspirina presentan unos niveles mayores de expresión 
de la enzima NOS3 en comparación con las plaquetas resistentes a aspirina, lo 
que condiciona la diferente capacidad de generación de NO. 
2. La respuesta funcional de la plaqueta a aspirina condiciona la formación de 
enzima NOS3 fosforilada en el residuo Ser 1177 en la plaqueta, ya que las 
plaquetas sensibles a aspirina contienen niveles mayores de esta forma 
fosforilada de la enzima que las resistentes. En este sentido, existe una clara 
asociación entre la respuesta plaquetaria a aspirina y el contenido plaquetario de 
NOS3 fosforilada en el residuo Ser 1177. 
3. La diferente expresión de la enzima NOS3 entre plaquetas sensibles y resistentes 
a aspirina no es debida a una alteración genética en el promotor del gen que 
codifica la enzima. 
4. Durante la estimulación de plaquetas con un agente proagregante plaquetario 
como el colágeno es cuando se hace más evidente la diferencia en la capacidad 
de generación de NO entre plaquetas sensibles y resistentes a aspirina. 
5. En las plaquetas resistentes a aspirina, la estimulación con colágeno no modifica 
la liberación de nitratos + nitritos (como medida de NO), ni el contenido 
plaquetario de NOS3 fosforilada en el residuo Ser 1177. 
6. Como consecuencia de la estimulación con colágeno las plaquetas sensibles a 
aspirina aumentan el contenido de NOS3 fosforilada en Ser 1177, mientras que 
el contenido de esta forma fosforilada activa de NOS3 no se vio modificada en 
las plaquetas resistentes a aspirina tras la estimulación con colágeno. 
7. Existe una asociación positiva entre la capacidad de inhibición de la aspirina 
sobre la agregación plaquetaria, el contenido plaquetario de NOS3 fosforilada en 
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